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Priprava rekombinantnega aneksina A11 v bakterijah E. coli z uporabo 
ekspresijskih vektorjev na osnovi pMCSG7 
Povzetek:  
Amiotrofična lateralna skleroza (ALS) je progresivna in smrtna bolezen, ki jo povzroči 
degeneracija motoričnih nevronov. Ne dolgo nazaj so z ALS povezali mutacije v genu 
ANXA11. Aneksin A11 (ANXA11) spada v naddružino aneksinov, strukturno sorodnih 
proteinov, ki se v prisotnosti kalcija vežejo na celično membrano. Večino proteinske 
strukture sestavljajo štiri visoko ohranjena homologna α-vijačna zvitja, medtem ko je N-
končna regija zelo variabilna. N-konec ANXA11 je nestrukturiran in najdaljši v družini 
aneksinov. Pomemben je za jedrno lokalizacijo in razgradnjo ANXA11. Rekombinantni 
protein je v svojem magistrskem delu že pripravil in izoliral študent Jakob Rupert, pri 
čemer je uporabil vektorja pET28a in pET14b. Zaradi težav pri izolaciji smo se odločili 
za drug vektorski sistem. Z metodo od ligacije neodvisnega kloniranja LIC smo zapis za 
ANXA11 wt vstavili v bakterijska ekspresijska vektorja pMCSG7 in pMCSG7-GST. 
Zanimalo nas je, če lahko fuzija rekombinantnega ANXA11 z oznako GST zmanjša 
fragmentacijo v procesu izražanja in izolacije proteina. Po uspešnem testnem izražanju 
ANXA11 v bakterijskih celicah E. coli BL21[DE3] pLysS smo nadaljevali s proizvodnjo 
v večjem merilu. Proteine smo izolirali z Ni2+- ali glutation-S-transferazno afinitetno 
kromatografijo. ANXA11 brez oznake GST se je delno fragmentiral, verjetno zaradi 
nestrukturiranega N-končnega dela, ANXA11 z GST pa se je izkazal kot bolj stabilen. 
Proteinu ANXA11-GST smo uspešno odcepili oznako His-GST s proteazo TEV. 
Rekombinante proteine smo dokončno kromatografsko očistili z ločevanjem po velikosti. 








Preparation of recombinant annexin A11 in E. coli using pMCSG7-based expression 
vectors 
Abstract:  
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a progressive and fatal disease caused by 
degeneration of motor neurons. Not until recently ALS has been associated with specific 
mutations in ANXA11 gene. Annexin A11 (ANXA11) belongs to a larger annexin family 
of structurally related Ca2+-dependent-membrane-binding proteins. The C-terminal core 
contains four highly conserved homologous alpha helical repeats. Contrary, the N-
terminus is highly variable, structurally disordered and the longest in the annexin family. 
It is important for nuclear localization and degradation of ANXA11. Recombinant 
ANXA11 was previously prepared by master's student Jakob Rupert, using pET28a and 
pET14b vectors. Due to protein degradation problems we decided to attempt production 
using an alternative vector system. With ligation independent cloning we incorporated 
ANXA11 sequence in bacterial expression vectors pMCSG7 and pMCSG7-GST. We 
wanted to know, if the fusion of recombinant protein with GST-tag could reduce 
fragmentation in the process of protein expression and isolation. After successful test 
expression of ANXA11 in E. coli strain BL21[DE3] pLysS, we continued with ANXA11 
production on a higher scale. Proteins were isolated using Ni2+- or glutathione-S-
transferase affinity chromatography. While ANXA11 without GST tended to show some 
fragmentation, probably due to its flexible N-terminal tail, ANXA11 with GST seemed 
to be more stable. We successfully cleaved His-GST tag from ANXA11-GST protein 
with protease TEV. We finally purified recombinant ANXA11 with size-exclusion 
chromatography. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
A280  absorbanca pri valovni dolžini 280 nm 
AGE  agarozna gelska elektroforeza 
ALS  amiotrofična lateralna skleroza  
ALG-2 z apoptozo povezani gen 2 (angl. apoptosis-linked gene 2) 
ANXA11 aneksin A11 
CBB  barvilo Coomassie Brilliant Blue  
CD  cirkularni dikroizem 
dCTP  deoksicitidintrifosfat 
dGTP  deoksigvanozintrifosfat 
DMSO dimetilsulfoksid 
dNTP  deoksinukleozidtrifosfat 
DTT  ditiotreitol 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
ER  endoplazemski retikulum 
ERES  izhodno mesto iz ER (angl. endoplasmic reticulum exit spot)   
fALS  družinska oblika ALS  
FPLC  tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (angl. fast protein 
  liquid chromatography) 
FTD  frontalnotemporalna demenca 
FTLD  frontalnotemporalna degeneracija režnjev 
GA  Golgijev aparat 
IMAC  nikljeva afinitetna kromatografija (angl. immobilised metal affinity  
  chromatography) 
LIC  od ligacije neodvisno kloniranje (angl. ligation independent cloning) 
MAPK z mitogeni aktivirana protein kinaza (angl. mitogen activated protein  
  kinase) 
NaDS  natrijev dodecilsulfat 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
NLS  jedrni lokalizacijski signal (angl. nuclear localisation signal) 
NPC  kompleks jedrne pore (angl. nuclear pore complex) 
OD600  optična gostota pri valovni dolžini 600 nm 
PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza 
S100A6 protein S110A6, imenovan tudi kalciklin  
SEC  kromatografija z ločevanjem po velikosti (angl. size-exclusion  
  chromatography) 
TEMED N, N, N', N'-tetrametiletilendiamin 
TEV  virus mozaika tobaka (angl. tobacco mosaic virus) 
Tm  talilna temperatura 
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1 Uvod  
1.1  Amiotrofična lateralna skleroza 
1.1.1 Splošno 
Amiotrofična lateralna skleroza (ALS) je neozdravljiva nevrodegenerativna bolezen, za 
katero je značilna progresivna degeneracija motoričnih nevronov v možganih in 
hrbtenjači. Bolezen je prvi opisal francoski nevrolog Jean-Martin Charcot, zato je 
ponekod znana tudi kot Charcotova bolezen. Začne se z blagimi krči, šibkostjo okončin 
in oteženim govorom, nato pa počasi napreduje vse do paralize večjega dela skeletnih 
mišic [1]. Pacienti z ALS umrejo po približno treh letih od prvih simptomov. 
Najpogostejši razlog za smrt je odpoved dihalnih funkcij ter posledično zadušitev [2]. Do 
sedaj še ni poznan uspešen način zdravljenja ALS. Po epidimoloških raziskavah moški 
1,2 do 1,5-krat pogosteje zbolijo za ALS kot ženske. Incidenca bolezni je 2 do 3 ljudi na 
100.000 prebivalcev letno [3]. Starost obolelih z ALS je zelo različna, vendar so 
večinoma vsi stari nad 40 let. Mladostniški ALS je redek [4]. Najbolj rizična skupina za 
razvoj ALS so ljudje, stari od 50 do 75 let [5].  
Tradicionalno ALS razvrstimo v dve kategoriji: družinski ALS (fALS) in sporadični ALS 
(sALS) [4]. Večina primerov bolezni, natančneje devetdeset odstotkov, ni dedovana. 
Pojavi se naključno, brez kakršnekoli družinske zgodovine bolezni. Takšno obliko ALS 
imenujemo sporadični ALS. Ostalih deset odstotkov primerov predstavlja družinski ALS, 
ki se deduje z visoko penetranco, večinoma avtosomalno dominantno [4, 6]. V povprečju 
so oboleli s fALS 5,3 let mlajši kot s sALS [7]. Študije fALS so omogočile odkritje 
številnih z ALS povezanih genov. Vsi sodelujejo v pomembnih celičnih procesih in pri 
ohranjanu splošne proteostaze v celici [1, 2]. Za fALS so odgovorne mutacije približno 
dvajsetih različnih genov [8]. V 60 do 80 odstotkih primerov bolezen nastane zaradi 
mutacij v genih C9orf72 (40 %), SOD1 (20 %), FUS (1–5 %) in TARBDP (1–5 %) [9]. 
Večinoma gre za drugačnosmiselne mutacije (angl. missense mutation), pri mutaciji 
C9orf72 pa nastane zelo veliko območje intronskih heksanukleotidnih ponovitev [1]. 
Nova odkritja na področju genetike so močno izboljšala razumevanje mehanizma 
degeneracije nevronov v poteku bolezni [6].  
1.1.2 Mehanizmi amiotrofične lateralne skleroze 
Najbolj značilna patologija ALS so napačno lokalizirani proteini in oblikovanje 
proteinskih agregatov [10]. Glavna komponenta ubikvitiniranih proteinskih agregatov, 
najdenih v možganih pacientov z ALS, je protein TDP-43 [11]. Gre za TAR (angl. 
transaktivacijski odziv) DNA-vezavni protein, ki se veže na DNA in RNA ter sodeluje 
pri transkripciji in procesiranju RNA. Običajno se protein nahaja v jedru, pri ALS pa je 
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napačno lokaliziran v citoplazmi, kjer tvori agregate [11]. Takšna patologija je značilna 
za več kot 95 % pacientov z ALS [9, 12].  
Mehanizmi nastanka bolezni so številni in različni. Najpogostejši so okvarjen tranport 
endosomov in receptorjev, disfunkcije mitohondrija, moten metabolizem RNA, motena 
avtofagija, oksidativni stres, spremenjen transport med endoplazemskim retikulumom 
(ER) in Golgijevim aparatom (GA) ali med jedrom in citoplazmo ter moten transport 
preko aksonov [9, 13, 14]. Avtofagija je ključna pri odstranjevanju proteinskih agregatov 
in poškodovanih organelov, zato ima pomembno vlogo v ALS. Če celica izgubi 
sposobnost avtofagije, se začnejo odvečni proteini akumulirati in agregirati [9]. Eden 
izmed proteinov, ki sodeluje pri avtofagiji, je homodimerni metaloprotein superoksid 
dismutaza 1 (SOD1). Mutacije SOD1 onemogočajo začetno nukleacijo veziklov v 
procesu avtofagije [15]. DNA/RNA-vezavni protein FUS je glavna komponenta 
citoplazemskih stresnih granul, za katere je značilno, da kolokalizirajo z avtofagosomi 
[16]. Mutacije FUS inhibirajo avtofagijo, saj zmotijo oblikovanje zgodnjih 
avtofagosomov [9]. Tudi TDP-43 je povezan z avtofagijo, njegovi agregati namreč 
kolokalizirajo z markerji avtofagije (npr. ubikvitin vezavni protein p62) [17]. Okvarjena 
avtofagija se pojavlja še pri pacientih z mutacijami C9orf72, TBK1 in OPTN [9].  
Za moten transport receptorjev in endosomov so odgovorne mutacije v genih C9orf72, 
TARBDP, Alsin-2, CHMP2B, SPG11, FIG4 in VCP. Na različne načine so vključeni v 
transport, recikliranje in izražanje celičnih površinskih receptorjev, oblikovanje in 
transport veziklov ter fuzijo membran, dozorevanje endosomov, fuzijo lizosomov z 
endosomi ali avtofagosomi in lizosomsko razgradnjo, zato njihove mutacije zmanjšajo 
zmožnost proteinske razgradnje in vodijo v nastanek agregatov [9].  Za primer, protein 
C9ORF72 ima DENN-u podobno domeno, ki veže več kot 60 Rab-GTPaz, ki kontrolirajo 
različne korake znotrajceličnega transporta [18]. Mutacije C9ORF72 zmotijo normalno 
delovanje proteinov Rab, zato zgodnji endosomi ostanejo v neaktivnem stanju in ne 
dozorijo [19]. 
Mutacije C9orf72, SOD1, TDP-43, FUS, OPTN, VAPB in nekatere druge sprožijo 
spremembe transporta med ER in GA [9]. Pri pacientih z mutacijami SOD1 nastanejo 
napake v sekreciji veziklov, sproži se lahko tudi stres ER, ki vodi v nastanek agregatov 
in apoptozo [1, 9]. Nekatere mutacije (TDP-43, FUS) zmotijo transport veziklov iz GA, 
kar povzroči za ALS značilno fragmentacijo GA [20]. Poleg zvijanja proteinov je ER 
zadolžen tudi za strukturno povezovanje z mitohondrijem. Določene mutacije sprožijo 
napake v interakciji med ER in mitohondrijem, zaradi česar so zmoteni energetski 
metabolizem, homeostaza Ca2+ in metabolizem lipidov [9]. Disfunkcije mitohondrija 
sprožijo tudi mutacije p97, membrana mitohondrija se fragmentira in pride do kopičenja 
ROS [21]. 
Okvare transporta med jedrom in citoplazmo lahko nastanejo zaradi mutacij v jedrnih 
lokalizacijskih signalih (NLS) proteinov kot sta FUS in hnRNPA1 [9]. Pri pacienti z 
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mutacijo FUS se začne toksično kopičenje agregatov v jedru in citoplazmi prizadetih 
nevronov ter glia celic. Raziskave in vitro so pokazale povišane koncentracije 
citoplazemskega FUS, moten ali popolnoma izbrisan jedrni lokalizacijski signal in 
okvarjen od transportina odvisen vstop v jedro [22]. Heksanukleotidne ponovitve RNA 
G4C2 pri mutacijah C9orf72 lahko sekvestirajo RNA-vezavne proteine in ostale 
komponente kompleksa jedrne pore (NPC) ter tako zmotijo jedrni transport [23]. Napačna 
lokalizacija in akumulacija proteinov NPC je značilna tudi za primere ALS z mutacijami 
SOD1 [24]. 
Aksonski transport tovora (mRNA, ribosomi, transkripcijski faktorji, mitohondriji, 
signalni endosomi in proteini) med telesom živčne celice in oddaljenimi aksoni ter 
sinapsami, je ključen za normalno delovanje nevronov [1, 25].  Okvare transporta preko 
aksonov so eden prvih in ključnih znakov ALS. Mutacije motorničnih proteinov in 
citoskeleta sprožijo spremembe v receptorski signalizaciji, delovanju sinaps, regulaciji 
genov, energetskemu metabolizmu in razgradnji lizosomov, kar vodi v degeneracijo 
nevronov [9]. Okvare lahko nastanejo tudi zaradi mutacij genov, ki niso neposredno 
povezani z aksonskim transportom. Takšen primer je mutacija SOD1, ki aktivira        
MAP-kinazno pot p38, čemur sledi fosforilacija motorne domene kinezina-1 in 
zmanjšana sposobnost premikanja kinezina-1 preko aksonskih mikrotubulov [26]. 
1.1.3 Amiotrofična lateralna skleroza in frontotemporalna demenca 
Čeprav je ALS nevromotorična bolezen, je pri mnogih pacientih okvarjen tudi 
centralniživčni sistem. Za frontalnotemporalno degeneracijo režnjev (FTLD) zbolijo 3 do 
4 ljudje na 100.000 prebivalcev letno [4]. Bolezen prizadane nevrone sprednjega in 
zadnjega režnja možganov in se kaže kot spremenjeno obnašanje ali govor [4, 14]. Oblika 
bolezni, ki prizadane obnašanje, se imenuje frontotemporalna demenca (FTD) in je drugi 
najpogostejši razlog za demenco pred 65. letom starosti [14].  
Različne raziskave so pokazale, da je tako kot pri pacientih z ALS tudi pri FTD glavna 
komponenta ubikvitiranih proteinskih agregatov TDP-43 [11, 27]. 15 % pacientov z ALS 
ima tudi FTD s patologijo TDP-43, medtem ko jih vsaj 50 % kaže znake ve denjskih 
sprememb. Med pacienti s FTD jih ima 15 % ALS, še več pa ima prizadete spodnje 
motorične nevrone. Identifikacija mutacije C9orf72 na kromosomu 9, ki je eden 
najpogostejših vzrokov tako ALS kot tudi FTD, še dodatno nakazuje na to, da sta ALS in 
FTD pravzaprav različna konca spektra ene in iste bolezni (slika 1) [14, 28]. 
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Slika 1: Shematska predstavitev bolezenskega spektra, genetike in komponent proteinskih agregatov pri ALS in FTD. Klinične 
raziskave kažejo na to, da sta FTD in ALS različna konca spektra iste bolezni. To spoznanje potrjujeta tudi identefikacija skupnih 
genetskih mutacij ALS in FTD, natančneje mutacije C9orf72, ter kopičenje proteinskih agregatov s  patologijo TDP-43 pri pacientih 
z obema boleznima. Prirejeno po [29]. 
1.2 Človeški protein aneksin A11 
Ne dolgo nazaj so z ALS povezali tudi mutacije v genu ANXA11, ki zapisuje za protein 
aneksin A11 (ANXA11) [30]. ANXA11 spada v zelo razširjeno multigensko naddružino 
aneksinov, strukturno sorodnih proteinov, ki so sposobni vezave na celično membrano 
[30]. Ime aneksin izhaja iz grške besede annex, kar pomeni »držati/prinesti skupaj« in 
dobro opisuje glavno nalogo večine aneksinskih proteinov, to je povezovanje določenih 
bioloških struktur, predvsem membran [32]. Aneksini so prisotni v vseh evkariontskih 
celicah z izjemo kvasovk [33]. Razvrščeni so v 5 skupin. Skupina A ima 12 predstavnikov 
(A1-11 in A13), ki jih najdemo pri vretenčarjih. Aneksini skupin B, C, D in E so značilni 
za nevretenčarje, glive, rastline in protiste [31, 33]. Kljub strukturnim podobnostim so 
aneksini z evolucijo močno divergirali, kar je opazno predvsem na ravni regulacije genov, 
tkivnospecifičnosti izražanja in subcelični lokalizaciji posameznih izooblik. Sodelujejo v 
številnih za celico pomembnih procesih kot so membranski transport, eksocitoza, 
endocitoza, interakcije membranskega citoskeleta, regulacija aktivnosti membranskih 
proteinov, aktivnost kalcijevih kanalov in prenos signala [31].  
1.2.1 Biokemijske značilnosti aneksina A11  
Gen za aneksin A11 se nahaja na človeškem kromosomu deset, natančneje na mestu 
10q22-q23. Sestavlja ga 15 eksonov in 14 intronov. Zaradi alternativnega izrezovanja 
intronov so možne tri različne izooblike mRNA, izooblika a, b in c. Pri ljudjeh obstajajo 
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vse tri izooblike, vendar se izrazi le ena. Najpogostejša je izooblika a. Protein je velik 505 
aminokislin in ima molekulsko maso 56 kDa. Vse aneksine sestavlja osrednji ohranjen 
C-končni del in variabilna N-končna regija [34]. Osrednji C-končni del sestavljajo štiri 
visoko ohranjene homologne aneksinske domene, dolge približno 70 aminokislin [35, 
36]. Molekula ima obliko rahlo ukrivljenega diska, pri čemer štiri homologne domene 
obdajajo osrednjo hidrofilno votlino [31]. Vsaka domena je sestavljeno iz štirih α-vijačnic 
(A, B, D in E), urejenih v antiparalelno cilindrično strukturo, ki jo na konkavnem delu 
pokriva peta α-vijačnica (C) (slika 2). Interakcija s celično membrano poteka na 
konveksni strani molekule, kjer so mesta za vezavo kalcijevih ionov. Vezava kalcija 
poteka preko karbonilnega kisika na zanki, ki povezuje vijačnici A in B, ali preko 
karbonilne skupine glutamatnega oziroma aspartatnega aminokislinskega ostanka na 
zanki, ki povezuje vijačnici D in E [31, 37]. Vezava kalcija povzroči močno temperaturno 
stabilizacijo, saj talilna temperatura (Tm) proteina naraste skoraj za 14 ⁰C [37].  
  
Slika 2: Strukturni prikaz C-končnega dela ANXA11 s štirimi homolognimi aneksinskimi domenami. Vsaka aneksinska domena 
je označeno s svojo barvo. S slike je razvidno, da vsako domeno sestavljajo 4 α-vijačnice, urejene v cilindrično strukturo, ki jo prekriva 
peta α-vijačnica. Na konveksni strani molekule je vezan kalcijev ion (zelena kroglica). Model človeškega ANXA11 je bil pripravljen 
s spletnim programom SWISS-MODEL (predloga: ANXA5, PDB: 1HAK) ter nadalnjim modeliranjem v programu Chimera.  
N-končni del molekule je v primerjavi s C-končnim delom pravo nasprotje, saj je med 
aneksini zelo variabilen. Razlikuje se v dolžini, aminokislinskem zaporedju in 
hidrofobnosti. Ravno raznolikost N-končnega dela je glavna značilnost za razdelitev 
aneksinov v ločene poddružine. N-končni del se nahaja na konkavni strani molekule, 
nasproti vezavnega mesta za kalcij [34]. ANXA11 ima med aneksini najdaljši N-končni 
del. Sestavlja ga 196 aminokislin, je hidrofoben in bogat z glicinskimi, prolinskimi in 
tirozinskimi ostanki [34, 37]. Struktura ANXA11 zaradi visoke stopnje neurejenosti N-
končnega dela še ni določena. Različne napovedi sekundarne strukture predlagajo 
konformacijo naključnega zvitja, z izjemo kratke amfipatične α-vijačnice. 
Aminokislinsko zaporedje N-konca (bogato z Gly, Pro, Tyr in Gln) bi lahko oblikovalo 
tudi več poli(Pro)-β-vijačnih zavojev.  Predvideno naključno zvitje in β-zavoji se ujemajo 
tudi z ugotovitvami iz CD-spektrov [37]. Neurejeni N-konec veže številne interakcijske 
partnerje, najbolj znan je kalciklin S100A6, ki se veže na regijo od aminokislinskega 
ostanka 50 do 62 [30, 38]. Osrednji del aneksinov je precej stabilen. Za aneksine s krajšim 
N-končnim delom so značilne višje talilne temperatue (Tm), medtem ko daljši N-konci 
destabilizirajo osrednji del proteina [37]. 
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1.2.2 Aneksin A11 v celičnih procesih 
Vloga ANXA11 v celici je raznolika, vendar še precej nejasna [39]. Za N-končno domeno 
proteina je značilno od kalcija odvisno povezovanje s proteinskimi ligandi, kot sta 
kalciklin S100A6 in ALG-2 (angl. apoptosis-linked-gene 2), medtem ko C-končna 
domena v prisotnosti kalcija interagira s fosfolipidno membrano [31]. 
Nahaja se v večini tkiv in organov [40]. Med interfazo je ANXA11 pretežno jedrni 
protein, vendar se razporeditev ANXA11, odvisno od faze celičnega cikla in 
koncentracije znotrajceličnega Ca2+ spreminja [35, 39, 41]. Med profazo mitoze ANXA11 
kolokalizira s S100A6 na jedrni ovojnici. Zadnja stopnja celičnega cikla sta delitev jedra 
in citokineza [31]. Takrat se ANXA11 premakne do Flemmingovega telesa (angl. 
midbody) ter sodeluje pri razpadu jedrne ovojnice med citokinezo [41]. ANXA11 je 
vključen tudi v sam nastanek Flemmingovega telesa, saj njegovo pomanjaknje sproži 
napačno lokalizacijo proteina CHO1, ki prav tako sodeluje v procesu citokineze, in 
prekine oblikovanje Flemmingovega telesa [39]. Verjetno sta ANXA11 in CHO1 tudi 
funkcionalno povezana v procesu razpada jedrne ovojnice [39].  
Od Ca2+ odvisna eksocitoza uravnava sproščanje hormonov, prebavnih encimov, 
imunskih modulatorjev in nevrotransmiterjev v celici [34]. V eni izmed raziskav so s 
protitelesi dokazali prisotnost ANXA11 v inzulinskih granulah, kar nakazuje na 
vključenost ANXA11 v sekrecijo inzulina iz β-celic trebušne slinavke [40].  
ANXA11 povezujejo tudi s transportom veziklov in eksocitozo [34]. Izhajanje tovora iz 
ER za transport do GA je ključen korak vezikularnega transporta v celici. Pri tem je nujna 
prisotnost kalcija, čeprav njegova vloga še ni povsem jasna. Na izstopnih mestih iz ER 
(ERES) se nahajajo plaščni proteini kompleksa II (COPII). Sec31A je zunanja 
komponenta kompleksa COPII in tudi interakcijski partner kalcij vezavnega proteina 
ALG-2. S Sec31A se preko vmesnega adaptorja ALG-2 povezuje tudi ANXA11, ki je 
pravzaprav ključen za stabilno povezavo med Sec31A in ERES. Pomanjkanje ALG-2 ali 
ANXA11 vodi v okvaro zgodnjih sekretornih poti iz ERES [42].  
ANXA11 je vključen še v spolno diferenciacijo  in procese apoptoze celic, saj ALG-2, 
katerega vezavno mesto je na N-končni regiji ANXA11, pospešuje apopotzo [35, 43]. 
Povezujejo ga z nekaterimi avtoimunskimi boleznimi kot sta sistemski lupus eritematozus 
in multisistemska sarkoidoza ter z rakavimi obolenji, saj so v nekaterih tumorjih zaznali 
povečano izražanje ANXA11 [38, 43].  
1.2.3 Aneksin A11 v povezavi z ALS 
Mutacije ANXA11 so lahko tudi vzrok za razvoj ALS [30]. Mehanizem še ni povsem 
jasen, vendar okvarjen znotrajcelični transport ter motena proteostaza v celici sprožita 
patologijo bolezni [38]. Identificirali so več patogenih variant ANXA11, med drugim 
p.G38R, p.D40G, p.G189E,  p.R235Q,  p.V128M in p.S229R [38, 44]. Ena izmed 
7 
najpogostejših mutacij ANXA11 je mutacija p.D40G. Pri bolnikih z mutacijo p.D40G 
bolezen nastopi kasneje (povprečno pri 67 letih), napreduje počasneje in ima simptome 
klasične ALS, brez kognitivnih motenj [14]. Analize tkiv pacientov s to mutacijo so poleg 
klasičnih znakov ALS (degeneracija nevronov, agregati fosfo-TDP-43  in astroglioze) 
pokazale še prisotnost agregatov ANXA11 v motoričnih nevronih hrbtenjače in nevronih 
neokorteksa in hipokampusa [30, 38].  
N-konec ANXA11 vsebuje vezavno mesto za kalciklin, ki sodeluje v procesih 
ubikvitinacije in proteasomske razgradnje. Zaradi mutacije se spremeni zmožnost vezave 
ANXA11 in kalciklina, zato je zmotena proteostaza celice.  Kar 13 od 23 mutacij 
ANXA11 se nahaja v bližini vezavne regije za kalciklin [44]. V normalnem stanju 
ANXA11 sodeluje v vezikularnem transportu. Mutirane oblike ANXA11 so podvržene 
agregaciji, agregati pa sekvestrirajo tudi ANXA11 divjega tipa, kar vpliva na normalen 
transport med ER in GA. Zaradi motene celične proteostaze se začne akumulirati tudi 
protein TDP-43 [30] (slika 3). Zanimivo je, da so pri pacientih z mutacijo ANXA11 opazili 
povečano izražanje kalciklina v astrocitih, kar bi lahko bil odziv na okvarjeno proteostazo 
[30, 44]. Izvedli so več raziskav, pri katerih so povečali izražanje kalciklina v astrocitih 
pacientov. Posledično se je zmanjšala agregacija ANXA11, netopni ANXA11 pa se je 
odstranil preko ponovno vzpostavljene proteasomske razgradnje [14]. Ta spoznanja so še 
dodatno izpostavila pomen kalcij vezavnih proteinov in znotrajceličnega transporta v 
patologiji ALS. Potrebne bodo še dodatne raziskave, kako mutacije vplivajo na zvijanje 
ANXA11, njegovo vezavo na kalciklin, vezikularni transport in agregacijo TDP-43, s 
čimer bi lahko razložili mehanizem bolezni [30].  
 
Slika 3: Shematska predstavitev molekularnega dogajanja v prizadetih celicah nevronov bolnikov z mutacijami ANXA11. 





2 Namen dela in hipoteze 
Namen diplomskega dela je bil vnesti zapis za človeški protein aneksin A11 v bakterijska 
ekspresijska vektorja pMCSG7 in pMCSG7-GST ter ga izraziti v celicah E. coli BL21 
[DE3] pLysS v čim večji količini. Izraženi protein smo želeli izolirati z afinitetno 
kromatografijo preko heksahistidinske oznake oziroma glutation-S-transferaze, ter nato 
produkt očistiti s kromatografijo z ločevanjem po velikosti. Naš končni cilj je bil dobiti 
zadostno količino čim bolj čistega produkta za kristalizacijo in nadaljnjo analizo kristalne 
strukture proteina z metodo rentgenske difrakcije. 
Hipoteze:  
 Izbrani bakterijski ekspresijski sistem na osnovi vektorja pMCSG7 omogoča 
pripravo in izolacijo miligramskih količin rekombinantnega proteina. 
 S fuzijo aneksina A11 z oznako GST se bo zmanjšala fragmentacija 
rekombinantnega proteina v procesu izražanja in izolacije. 
 Proteaza TEV učinkovito in z visoko specifičnostjo cepi oznako His oziroma 
oznako His-GST rekombinantnega proteina.  
 Izbrani kostrukt in protokol dela omogočata izolacijo dovolj čistega in topnega 




3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Aparature in oprema  
Uporabljali smo naslednje aparature in opremo: 
Aparatura za PCR GeneAmp PCR System 2700 (Thermo Fisher Scientific), aparatura za 
PCR AB Veriti 96 (Thermo Fisher Scientific), aparatura za slikanje gelov MiniBIS (DNR 
Bio-imaging Systems), centrifuga Eppendorf 5414R (Eppendorf), centrifuga Eppendorf 
5424 (Eppendorf), centrifuga Eppendorf 5810R (Eppendorf), centrifuga Sorvall RC-6+ 
(Thermo Fisher Scientific), filter Minisart+ velikosti por 0,2 µm (Sartorius), filter 
Minisart+ velikosti por 0,45 µm (Sartorius), FPLC-aparatura ÄKTA P920 (GE 
Healthcare), homogenizator WiseTis HG-15A (Witeg Labortechnik), injekcijska brizga 
Infuject Pump Syringe (Dispomed Witt), inkubator BD 23 (Binder), kadička za NaDS-
PAGE Mighty Small SE260 (Harvard Bioscience), kadička za AGE Owl (Thermo Fisher 
Scientific), kolona za gelsko filtracijo Superdex 200 Increase (GE Healthcare). 
3.1.2 Kemikalije  
3.1.2.1 Uporabljene kemikalije: 
Agar (Sigma-Aldrich), agaroza (Sigma-Aldrich), akrilamid (Sigma-Aldrich), L-aspartat 
(Sigma-Aldrich), β-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich), CBB (Sigma-Aldrich), citronska 
kislina (Sigma-Aldrich), DMSO (Sigma-Aldrich), DTT (Thermo Fisher Scientific), 
EDTA (Thermo Fisher Scientific), etanol (ECP), etidijev bromid (Sigma-Aldrich), 
glicerol (Thermo Fisher Scientific), glukoza (Sigma-Aldrich), HEPES (Sigma-Aldrich), 
imidazol (Sigma-Aldrich), KCl (Sigma-Aldrich), KH2PO4 (Sigma-Aldrich), kvasni 
ekstrakt (Biolife), laktoza (Sigma-Aldrich), Mg2SO4 (Sigma-Aldrich),  natrijev citrat 
dihidrat (Sigma-Aldrich), NaCl (Sigma-Aldrich), NaH2PO4 (Sigma-Aldrich), NaDS 
(Sigma-Aldrich), NaOH (Sigma-Aldrich), Na2SO4 (Sigma-Aldrich), NH4Cl (Sigma-
Aldrich), NH4SO4 (Sigma-Aldrich), N-Z-amin (Sigma-Aldrich), ocetna kislina (Gram-
mol), pepton (Sigma-Aldrich), proteazni inhibitorji (Roche), TEMED (Sigma-Aldrich), 
Trizma (Sigma-Aldrich).  
3.1.2.2 Pufri in raztopine 
Raztopine za AGE 
 6-kratni nanašalni pufer za AGE (Thermo Fisher Scientific)  
 1-kratni pufer TAE (40 mM Tris pH 8,3, 20 mM natrijev acetat, 1 mM EDTA). 
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Izražanje in izolacija proteinov 
 1 M MgSO4  
 50-kratni pufer M (1,25 M Na2HPO4, 1,25 M KH2PO4, 2,5 M NH4Cl, 0,25 M 
Na2SO4)  
 50-kratni pufer 5052 (2,5-odstotna glukoza, 10-odstotna laktoza, 25-odstotni 
glicerol)  
 25-odstotna raztopina aspartata 
 40-odstotna raztopina glukoze  
 pufer PBS pH 7,3 (140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM 
KH2PO4) 
 PBS vezavni pufer za GST (1-kratni PBS, 1 mM EDTA) 
 Tris elucijski pufer za GST (50 mM Tris pH 8, 10 mM reduciran glutation) 
 Tris dializni pufer (20 mM Tris pH 7,5, 150 mM KCl, 5 mM EDTA, 1 mM DTT) 
 Tris vezavni pufer za IMAC (20 mM Tris pH 8,5,  150 mM KCl)  
 Tris elucijski pufer za IMAC (20 mM Tris pH 8,5, 150 mM KCl, 300 mM 
imidazol)  
 Tris dializni pufer (20 mM Tris pH 8,5, 150 mM KCl, 5 mM EDTA, 1 mM DTT)  
 Tris vezavni pufer za kromatografijo z ločevanjem po velikosti (20 mM Tris 
pH 8,5, 150 mM KCl, 5 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 % (w/v) glicerol)  
 Tris vezavni pufer za kromatografijo z ločevanjem po velikosti (20 mM Tris 
pH 7,5, 150 mM KCl, 5 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 % (w/v) glicerol)  
  2 M NaCl  
 20-odstotni etanol  
 70-odstotni glicerol.  
Kloniranje 
 5-kratni reakcijski pufer za DNA-polimerazo Phusion (Thermo Fisher Scientific)  
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 10 mM mešanica dNTP-jev (Thermo Fisher Scientific) 
 100 mM dCTP (Thermo Fisher Scientific)  
 100 mM dGTP (Thermo Fisher Scientific)  
 5-kratni reakcijski pufer za DNA-polimerazo T4 (Thermo Fisher Scientific)  
 10-kratni reakcijski pufer za restriktazo SspI (New England Biolabs) 
 10-kratni reakcijski pufer za restriktazo KpnI (New England Biolabs)  
NaDS-PAGE  
 5-kratni nanašalni pufer za NaDS-PAGE (200 mM Tris pH 6,8, 8-odstotni NaDS, 
0,4-odstotno bromfenol modro, 50-odstotni glicerol, 2-odstotni  β-merkaptoetanol)  
 10-kratni pufer za NaDS-PAGE (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1-odstotni NaDS)  
 4-kratni ločevalni pufer za poliakrilamidni gel z NaDS (1,5 M Tris pH 8,8)  
 4-kratni koncentracijski pufer za poliakrilamidni gel z NaDS (0,5 M Tris pH 6,8)  
 barvalna raztopina za poliakrilamidne gele (0,05-odstotni CBB, 30-odstotni etanol, 
5-odstotna ocetna kislina)  
 razbarvalna raztopina za poliakrilamidne gele (30-odstotni etanol, 10-odstotna 
ocetna kislina)  
3.1.3 Kompleta reagentov  
Pri laboratorijskem delu smo uporabljali naslednja kompleta reagentov za delo z DNA:  
 komplet reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit za izolacijo plazmidne DNA 
(Thermo Fisher Scientific)  
 komplet reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit za izolacijo DNA iz agaroznega 
gela (Omega Bio-Tek). 
3.1.4 Encimi  
Pri laboratorijskem delu smo uporabljali naslednje encime:  
 DNA-polimeraza Phusion (Thermo Fisher Scientific)  
 DNA-polimeraza T4 (Thermo Fisher Scientific) 
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 nukleaza benzonaza (Merck)  
 restriktaza KpnI (New England Biolabs) 
 restriktaza SspI (New England Biolabs) 
3.1.5 Standardi velikosti DNA in proteinov  
Za analizo vzorcev z AGE in NaDS-PAGE smo uporabili naslednje standarde velikosti:  
standard velikosti DNA Quick-Load 1 kb DNA Ladder v območju med 0,5 in    
10 kb (New England Biolabs)  
 standard velikosti proteinov Pierce Unstained Protein MW Marker v območju od 
14,4 kDa do 116,0 kDa (Thermo Fisher Scientific)  
 standard velikosti proteinov PageRuler Prestained Protein Ladder v območju od 
10 kDa do 180 kDa (Thermo Fisher Scientific).  
3.1.6 Začetni oligonukleotidi za PCR  
Začetni oligonukleotidi so bili že načrtovani in pripravljeni pri podjetju Sigma-
Aldrich (tabela 3.1), prejeti liofilizirani vzorci pa so bili raztopljeni v avtoklavirani 
deionizirani vodi tako, da je bila končna koncentracija 100 μM. Vse raztopine smo 
hranili pri 20 °C. Za reakcijske mešanice PCR smo pripravljene založne raztopine 10-
krat redčili do končne 10 μM koncentracije.  
Tabela 3.1. Uporabljena začetna oligonukleotida pri kloniranju zapisa za ANXA11. Kratici FOR 
oziroma REV v oznaki označujeta smerni oziroma protismerni oligonukleotid.  
 
3.1.7 Bakterijski sevi, gojišča, antibiotiki 
3.1.7.1 Sevi  
Pri laboratorijskem delu smo uporabljali bakterijske celice Escherichia coli. Kloniranje 
in pomnoževanje plazmidov smo opravili s sevom DH5α, izražanje proteinov pa z 
ekspresijskim sevom BL21 [DE3] pLysS. Kompetentne celice, pripravljene za 
transformacijo, so bile shranjene pri -80 ⁰C.  
Oznaka začetnega 
oligonukleotida 













Pri laboratorijskem delu smo uporabljali tekoča in trdna gojišča. Tekoča gojišča so 
sestavljena iz gojišča LB (ang. lysogeny broth; 10 g peptona, 5 g kvasnega ekstrakta,        
10 g NaCl, dH2O do 1 L), z dodanimi ustreznimi antibiotiki. Avtoklaviranemu gojišču 
LB smo sterilno dodali antibiotike tako, da smo dosegli 1000-kratno redčitev njihove 
založne raztopine. Pri trdnih gojiščih smo 400 mL trdnega avtoklaviranega gojišča LB 
(10 g peptona, 5 g kvasnega ekstrakta, 10 g NaCl, 15 g agarja, dH2O do 1 L) segrevali v 
mikrovalovni pečici, dokler se ni raztopilo. Ko se je utekočinjeni agar dovolj ohladil, smo 
sterilno dodali ustrezen antibiotik, da smo dosegli 1000-kratno redčitev njegove založne 
raztopine. V sterilni komori smo gojišče vlili v sterilne plastične petrijevke in počakali, 
da se agar strdi.  
Gojišče MDG  
Gojišče MDG je minimalno, definirano, neinducirajoče gojišče. Uporabljamo ga za 
gojenje bakterijskih celic v prekonočnih kulturah pred avtoindukcijo in za pripravo trajnih 
kultur. Raztopine, uporabljene za pripravo gojišča, smo predhodno avtoklavirali. Gojišče 
MDG je pri 4 ⁰C uporabno do 1 mesec. 
Protokol za pripravo 20 mL gojišča MDG:  
 19,1 mL deionizirane vode  
 40 μL 1 M MgSO4  
 250 μL 40-odstotne raztopine glukoze  
 200 μL 25-odstotne raztopine aspartata  
 400 μL 50-kratnega pufra M 
 20 μL založne raztopine ustreznega antibiotika  
 
 Gojišče ZY 
ZY se uporablja za pripravo gojišča ZYM-5052.  
Navodila za pripravo 1 L gojišča ZY: 
 10 g N-Z-amina 
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 5 g kvasnega ekstrakta 
 do 1 L deionizirane vode 
V 2 L erlenmajerico smo nalili po 370 mL pripravljenega gojišča ZY in nato avtoklavirali. 
Gojišče ZYM-5052 
 ZYM-5052 je kompleksno gojišče za avtoindukcijo, ki se uporablja za gojenje 
bakterijskih celic in izražanje proteinov. V gojišču sta prisotni tako glukoza kot tudi 
laktoza. Bakterijske celice E. coli imajo kot vir energije za rast raje glukozo, zato najprej 
porabijo vso glukozo v gojišču. Celice pridejo v eksponentno fazo rasti in se zelo 
namnožijo. Ko zmanjka glukoze, začnejo celice porabljati laktozo, ki se kot alolaktoza 
veže na represor, ta posledično zapusti operatorsko regijo, kar inducira izražanje 
rekombinantnega proteina. Pogoje in začetek rasti ter indukcije določa sama sestava 
gojišča, zaradi česar se imenuje avtoindukcijsko. Za izražanje smo uporabili sev E. coli z 
dodatnim plazmidom z zapisom za lizocim pLysS in s tem zmanjšali puščanje 
promotorja, ki bi bilo možno zaradi proste dostopnosti laktoze v gojišču. Raztopine, 
uporabljene za pripravo gojišča, so bile predhodno avtoklavirane.  
Navodila za pripravo 400 mL ZYM-5052:  
 370 mL tekočega gojišča ZY  
 800 μL 1 M MgSO4 
 8 mL 50-kratnega pufra 5052  
 8 mL 50-kratnega pufra M 
 400 μL založne raztopine ustreznega antibiotika  
3.1.7.3 Antibiotiki 
Pri laboratorijskem delu smo uporabljali naslednje antibiotike, v že pripravljenih založnih 
raztopinah: ampicilin (100 mg/mL), kanamicin (50 mg/mL) in kloramfenikol                     
(50 mg/mL). Založne raztopine so bile shranjene pri -20 ⁰C, pripravljene kot 1000-kratne 
raztopine v 50-odstotnem etanolu.  
3.1.8 Vektorji 
Vektor pMCSG7 oziroma pMCSG7-GST 
pMCSG7 je 5286 baznih parov velik bakterijski ekspresijski vektor (slika 4A). Primeren 
je za izražanje večjih količin rekombinantnega proteina. V vektor lahko vstavimo zapis 
za insert s klasičnim kloniranjem ali pa z metodo LIC, kjer dodatek DNA ligaze ni 
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potreben. Rekombinantni protein lahko izrazimo z dodatno heksahistidinsko oznako na 
N-koncu, ki jo lahko po potrebi odcepimo z visokospecifično proteazo TEV.  Vektor 
pMCSG7-GST ima na račun dodatnega zapisa za glutation S-transferazo, vstavljeno med 
mesti 254 in 904, 5941 baznih parov (slika 4B). Rekombinantni protein lahko izražamo 
kot fuzijo z oznako GST, ki izboljša topnost rekombinantnega proteina ter omogoča 
izolacijo preko imobiliziranega glutationa.  
 
Slika 4: Vektorski karti pMCSG7 in pMCSG7-GST. (A) Vektor pMCSG7 vsebuje mesto ori, zapis za odpornost proti ampicilinu, 
zapis za represor Lac, promotor in terminator T7, mesto rop in polilinkersko regijo s klasičnimi restrikcijskimi mesti in restrikcijskim 
mestom restriktaze SspI za kloniranje po metodi LIC. (B) Vektor pMCSG7-GST ima med mesti 254 in 904 vstavljen  zapis za 
glutation-S-transferazo. Slika je bila pripravljena s programom SnapGene. 
3.2 Metode 
3.2.1 Priprava ekspresijskih vektorjev z zapisom za ANXA11 wt 
Uporabili smo zapis človeškega ANXA11 divjega tipa z optimiziranimi kodoni za 
izražanje v bakterijskih celicah, ki je bil naročen pri podjetju Genewiz. Zapis je bil vnesen 
v vektor pUC57 preko restrikcijskih mest za restriktazi NcoI ter XhoI na 5'- oz. 3'-koncu 
zaporedja in je služil kot matrična DNA za postopke kloniranja. 
3.2.1.1 Vnos zapisov za ANXA11 v vektor pMCSG7 oz. pMCSG7-GST z metodo LIC 
Zapis za ANXA11 smo želeli vnesti v bakterijska ekspresijska vektorja pMCSG7 in 
pMCSG7-GST. Prednost vektorskega sistem pMCSG7 je možnost kloniranja brez 
uporabe DNA ligaze po metodi LIC. Metoda izkorišča 3' → 5' eksonukleazno aktivnost 
polimeraze T4 v odsotnosti dNTP-jev ter popravljalne mehanizme DNA v bakterijah. 
Vektorja omogočata izražanje proteina kot fuzijo s heksahistidinsko oznako oziroma z 
glutation-S-transferazo na N-koncu. Na vektorjih je prepoznavno mesto za proteazo TEV, 
A B 
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ki je poznana po visoki stopnji specifičnosti [45]. Po izolaciji proteina smo lahko z 
endopeptidazo TEV His-oznako oziroma His-GST-oznako odcepili.  
Priprava inserta za kloniranje LIC 
Prva stopnja je bilo PCR-pomnoževanje zapisa za ANXA11, kjer smo z ustreznimi 
začetnimi oligonukleotidi ustvarili podaljšane konce, primerne za nadaljnje kloniranje 
LIC (tabeli 3.2 in 3.3). 
Tabela 3.2. Reakcijska mešanica reakcije PCR za pomnoževanje ANXA11 s polimerazo Phusion. Uporabljena matrična DNA 
je bila naročena kot klon ANXA11, z optimiziranimi kodoni za izražanje v bakterijah. 
 
Tabela 3.3. Temperaturni program reakcije PCR za pomnoževanje ANXA11 s polimerazo Phusion.  
 
Po končanem PCR-pomnoževanju smo produkte nanesli na 1-odstotni agarozni gel, da so 
se z AGE ločili po velikosti. Produkte ustreznih velikosti smo izrezali iz gela ter nato s 
kompletom reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit DNA izolirali iz agaroznega gela. 
Sledila je 30 minutna inkubacija izoliranih produktov PCR z DNA-polimerazo T4 v 
prisotnosti dCTP-jev (tabela 3.4). V tem času je polimeraza s svojo 3' → 5' eksonukleazno 
aktivnostjo cepila nukleotide vse do prvega citozinskega nukleotida. Nastal je insert z 
lepljivimi konci, komplementarnimi vektorju. Po 30 minutni inkubaciji smo polimerazo 




Reakcijske komponente Volumen [µl] 
matrična DNA       0,5 
5× reakcijski pufer     10 
10 µM smerni začetni oligonukleotid       2,5 
10 µM protismerni začetni oligonukleotid       2,5 
10 mM mešanica dNTP       1 
polimeraza Phusion (2 U/ µl)       0,5 
DMSO       1,25 
dH2O     31,75 
∑     50 
     [⁰C]         Čas Število ciklov 
       Začetna denaturacija 98           1 min 1 
       Denaturacija 98 1        5 s  
       Prileganje 68         20 s 32 
       Podaljševanje 72         50 s  
K    Končno podaljševanje 72           7 min 1 
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Tabela 3.4. Reakcijska mešanica za inkubacijo izoliranega produkta PCR s polimerazo T4 v prisotnost dCTP-jev. Komponente 
smo odtalili pri sobni temperaturi ter nato na ledu zmešali vse razen encima. V reakcijo smo dodali 400 ng izoliranega produkta PCR, 






Priprava vektorja za kloniranje LIC 
Vektor pMCSG7 in pMCSG7-GST smo morali pred obdelavo s polimerazo T4 najprej 
linearizirati z restriktazo SspI (tabela 3.5). 
 Tabela 3.5. Reakcijska mešanica za rezanje pMCSG7 s SspI. Komponente smo odtalili pri sobni temperaturi ter nato na ledu 






Linearizirana vektorja smo obdelali s polimerazo T4 v prisotnost dGTP-jev (tabela 3.6). 
Polimeraza je s svojo 3' → 5' eksonukleazno aktivnostjo cepila nukleotide vse do prvega 
gvanozinskega nukleotida. Nastal je lineariziran vektor z lepljivimi konci, 
komplementarnimi insertu (slika 5). 
Tabela 3.6. Reakcijska mešanica za inkubacijo vektorja s polimerazo T4 v prisotnost dGTP-jev. Komponente smo odtalili pri 
sobni temperaturi ter nato na ledu zmešali vse razen encima. V reakcijo smo dodali 100 ng vektorja, kar je ustrezalo končni 
koncentraciji vektorske DNA 5 ng/μL. Rekacijsko zmes smo inkubirali 30 min pri sobni temperaturi.  
Reakcijske komponente Volumen [μL] 
vektorska DNA        x (100 ng) 
5-kratni reakcijski pufer       4 
2 mM dGTP       1 
polimeraza T4  (5 U/μL)       0,2 (1 U) 
dH20    14,8 – x 
Σ    20 
 
Po 30 minutni inkubaciji smo polimerazo T4 inaktivirali s segrevanjem reakcijske 
mešanice 20 minut pri 75 ⁰C. 
Reakcijske komponente Volumen [μL] 
DNA izoliranega produkta PCR       x (400 ng) 
5-kratni reakcijski pufer       4 
2 mM dCTP       1 
polimeraza T4  (5 U/μL)       0,2 (1 U) 
dH20     14,8 - x 
Σ     20 
Reakcijske komponente Volumen [μL] 
DNA     13 
10-kratni reakcijski pufer       2,4 
SspI       0,6 
dH20       8 
Σ     24 
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Slika 5: Shematska predstavitev priprave vektorja in inserta za kloniranje LIC. 
Inkubacija vektorske mešanice in produkta PCR s sledečo transformacijo 
V mikrocentrifugirki smo na ledu zmešali 3 μL pripravljene vektorske reakcijske 
mešanice in 3 μL reakcijske mešanice produkta PCR ter inkubirali na ledu 30 minut. 
Ustvarjeni komplementarni konci se povežejo dovolj, da lahko z nastalim konstruktom 
naredimo transformacijo celic. Med inkubacijo smo na ledu odtalili alikvot 100 μL 
kompetentnih celic E. coli DH5α, ki se shranjujejo pri -80 ⁰C. Odtaljene celice smo po 
pretečeni inkubaciji dodali zmesi z vektorsko mešanico in mešanico produkta PCR. 
Celice z DNA smo nato inkubirali na ledu 1 uro in jih občasno pretresli. Sledili so toplotni 
šok 45 sekund pri 42 ⁰C ter vse standardne stopnje transformacije celic (poglavje 4.2). 
3.2.2 Transformacija kompetentnih bakterijskih celic 
Po končanih prvih stopnjah kloniranja LIC smo naredili transformacijo kompetentnih 
celic E. coli klonirnega seva DH5α z mešanico DNA iz kloniranja LIC. Vektorski 
konstrukt se je v celicah namnožil, bakterijski popravljalni mehanizmi so naredili 
fosfodiestrske vezi med konci vektorja in inserta. S posebnim kompletom reagentov za 
izolacijo plazmidne DNA smo iz bakterijskih celic izolirali naš vektor ter preverili 
uspešnost kloniranja LIC. Z uspešno pripravljenimi vektorskimi konstrukti smo naredili 
transformacijo celic E. coli ekspresijskega seva BL21[DE3] pLysS za nadalnje izražanje 
rekombinantnega ANXA11. 
Protokol za transformacijo kompetentnih celic: 
Na ledu smo odtalili kompetentne celice E. coli seva DH5α oziroma BL21[DE3] pLysS, 
ki se hranijo v alikvotih po 100 μL pri -80 ⁰C. Odtaljenim celicam smo dodali 1 μL 
vektorske DNA oziroma celotno mešanico DNA iz  kloniranja LIC (skupaj 6 μL) in 
inkubirali na ledu 15 minut. Med inkubacijo smo celice občasno pretresli. Sledil je 
toplotni šok, ki smo ga izvajali 45 sekund pri 42 ⁰C. Celice smo za 2 minuti postavili 
mesto TEV 
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nazaj na led, jim nato sterilno dodali 400 μL gojišča LB ter dali stresat za 1 uro pri 37 ⁰C. 
Pri transformaciji z vektorsko DNA smo po 1 uri stresanja 100 μL kulture sterilno 
razmazali na ploščo LB z ustreznim antibiotikom. V primeru transformacije pri kloniranju 
LIC smo želeli na ploščo razmazati vse celice, zato smo po 1 uri stresanja celice 
odcentrifugirali (1 minuto na 2.500 g). Supernatant smo zavrgli, pelet s celicami 
resuspendirali v 100 μL supernatanta in celotnih 100 μL celične suspenzije sterilno 
razmazali na ploščo LB z ampicilinskim antibiotikom. Plošče smo inkubirali čez noč pri 
37 ⁰C. 
3.2.3 Izolacija plazmidne DNA 
Po transformaciji kompetentnih celic smo kolonije, ki so zrasle na ploščah sterilno 
nacepili v epruvete s 5 mL gojišča LB z dodanim ampicilinom. Epruvete smo čez noč 
stresali pri 37 ⁰C. Preko noči so se celice namnožile, kar se je lahko opazilo po motnem 
videzu tekočine v epruvetah. S kompletom reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit 
smo po navodilih proizvajalca izolirali plazmidno DNA iz bakterijskih celic. Po spiranju 
plazmidne DNA iz kolone z elucijskim pufrom (10 mM Tris-HCl, pH 8.5) smo izoliranim 
vzorcem DNA izmerili koncentracijo na NanoDropu ter jih nato shranili pri -20 ⁰C. 
3.2.4 Priprava vzorcev za sekvenciranje 
Pripravljeno DNA smo poslali v podejtje Eurofins, da so določili točno nukleotidno 
zaporedje. V pripravljene vzorce smo dodali 400-500 ng DNA, 2,5 μL ustreznega 
začetnega oligonukleotida (10 μM) in mešanico razredčili z deionizirano vodo do 10 μL. 
Uporabili smo standardna začetna oligonukleotida T7, smernega, ki se veže na promotor 
T7 in protismernega, ki se veže na terminator T7. 
3.2.5 Izražanje in avtoindukcija rekombinantnega proteina ANXA11 v bakterijskih 
celicah 
Pripravljene vektorske konstrukte smo izražali v celicah E. coli ekspresijskega seva 
BL21[DE3] pLysS. Izbrani sev ima ekspresijski sistem T7, zato izražanje 
rekombinantnega proteina poteka preko RNA-polimeraze bakteriofaga T7. Indukcija z 
IPTG sproži konformacijsko spremembo represorja lac, ki posledično zapusti operatorsko 
regijo. Bakterijska RNA-polimeraza začne prepisovati RNA-polimerazo bakteriofaga T7, 
zapisanega na kromosomu E. coli BL21[DE3]. Sintetizirana polimeraza se veže na 
promotor T7 na vektorju pMCSG7(-GST) ter začne s prepisovanjem zapisa za 
rekombinantni ANXA11. Dodaten plazmid pLysS v izbranem sevu ima zapis za  lizocim 
bakteriofaga T7, ki v primeru puščanja promotorja inaktivira sintetizirano polimerazo T7 
[46]. V našem avtoindukcijskem gojišču je kot induktor delovala laktoza, ki je bila ves 
čas prisotna v gojišču. Dodatni pLysS je imel zato pomembno vlogo proti puščanju 
promotorja. 
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Po transformaciji celic E. coli BL21[DE3] pLysS smo zrasle kolonije sterilno nacepili v 
20 mL minimalnega neinducirajočega gojišča MDG, z dodanim kloramfenikolom, 
katerega zapis je na pLysS, ter ampicilin, katerega zapis je na vektorjih pMCSG7(-GST). 
Pripravljene kulture smo preko noči stresali pri   37 ⁰C. Kultura MDG, ki je v hladilniku 
pri 4 ⁰C obstojna 1 mesec, je bila naše izhodišče za nadaljnjo pripravo avtoindukcijskih 
kultur, prav tako pa smo jo uporabljali za vzorce celic pred indukcijo. Dan pred 
avtoindukcijo smo pripravili tekoče gojišče ZY, z njim do 370 mL napolnili 2 L 
erlenmajerice ter vse skupaj dali avtoklavirati. V avtoklaviranih erlenmajericah z 
gojiščem ZY smo pripravili avtoindukcijsko gojišče ZYM-5052 z dodanim ampicilinom 
ter inokulirali 400 μL ustrezne kulture gojišča MDG-CA (C-kloramfenikol, A-ampicilin). 
Tako pripravljene kulture smo stresali 5 ur pri 37 ⁰C, nato pa temperaturo znižali na          
25 ⁰C in stresali preko noči (skupaj je stresanje potekalo 24 ur). Naslednji dan smo 
kulturam izmerili OD600, pri čemer smo kulture dvajsetkrat redčili. Kulture smo nato dali 
stresati še za 30 minut ter ponovno izmerili OD600. V primeru, da je bila vrednost OD600 
enaka prvi meritvi ali nižja smo zaključili z gojenjem celic ter začeli s postopki izolacije. 
V primeru, da je vrednost OD600 še naprej naraščala, smo kulture celic stresali, dokler se 
OD600 ni ustalil, kar pomeni da se je faza rasti končala. Ko se je rast celic končala, smo 
vzeli vzorce celičnih lizatov po indukciji za analizo z NaDS-PAGE ter odcentrifugirali 
celice (20 min, 8000 g, 4 °C). Supernatant smo zavrgli, peletu na ledu dodali 40 mL 
ohlajenega vezavnega pufra za IMAC oziroma kromatografijo z imobiliziranim 
glutationom, z dodanimi proteaznimi inhibitorji.  
3.2.6 Izolacija rekombinantnega proteina ANXA11 z nikljevo oziroma glutationsko 
afinitetno kromatografijo  
3.2.6.1 Liza celic in priprava vzorcev za nanos na nikljevo oziroma GST afinitetno 
kolono 
Vse postopke izolacije smo delali na ledu ali v hladni sobi pri 4 ⁰C. Pelet, ki smo mu 
dodali 40 mL hladnega vezavnega pufra s proteaznimi inhibitorji, smo čim bolj 
resuspendirali in odlepili od sten centrifugirke. Vsebino centrifugirke smo prelili v 
ohlajeno 100 mL plastično čašo ter pelet homogenizirali. Sledilo je razbijanje celic z 
ultrazvokom. Homogenat smo sonificirali na ledu 4-krat po 5 minut pri 50 W z 1 minuto 
premora med vsakim ciklom. Dodali smo 3 μL nukleaze benzonaze ter na ledu inkubirali 
15 minut z občasnim mešanjem. Po inkubaciji smo lizat še enkrat sonificirali 5 minut pri 
50 W. Lizat smo prelili v ohlajeno centrifugirko in centrifugirali 20 minut pri 25.000 g in 
4 ⁰C. Supernatant smo prelili v svežo falkonko ter ga z injekcijsko brizgalko najprej 
filtrirali preko filtra s porami velikosti 0,45 μm ter nato še preko filtra s porami velikosti 
0,2 μm. Iz prefiltriranega supernatanta smo odvzeli 10 μL vzorca za analizo z NaDS-
PAGE, ga 5-krat redčili z vezavnim pufrom in je predstavljal topno frakcijo. V 
centrifugirke s peletom smo nalili takšen volumen vezavnega pufra, kolikor je bilo po 
centrifugiranju notri supernatanta. S pufrom smo pelet resuspendirali ter vzeli 10 μL 
vzorca suspenzije za analizo z NaDS-PAGE. Vzorec smo 5-krat redčili z vezavnim 
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pufrom in je predstavljal netopno frakcijo. Filtriran supernatant je bil na tej stopnji 
pripravljen za nanos na afinitetno kolono. 
3.2.6.2 Nikljeva in glutation-S-transferazna afinitetna kromatografija 
Pri izolaciji smo uporabljali dve različni afinitetni koloni. ANXA11 smo izolirali s 
pomočjo heksahistidinske oznake na N-koncu z nikljevo afinitetno kolono HisTrapFF, 
ANXA11-GST pa smo izolirali s pomočjo glutation-S-transferazne afinitetne 
kromatografije. Obe koloni se shranjujeta v 20-odstotnem etanolu, zato smo ju pred 
uporabo najprej sprali z 10 volumni deionizirane vode in nato z 10 volumni filtriranega 
vezavnega pufra. Sledilo je nanašanja vzorca. Vzorce in pufre smo na kolono nanašali s 
peristaltično črpalko pri maksimalnem pretoku 1 mL (volumen kolone) na minuto. Pri 
nanašanju vzorca smo zbirali nevezano frakcijo in jo ponovno nanesli na kolono. Za 
analizo z NaDS-PAGE smo odvzeli tudi vzorca prve in druge nevezane frakcije ter ju     
5-krat redčili z vezavnim pufrom. Po končanem nanašanju vzorca smo kolono spirali z        
10 volumni vezavnega pufra, da smo odstranili vse nespecifično vezane proteine. Delo 
smo nadaljevali na sistemu FPLC, kjer smo lahko preko UV-detektorja 
spektrofotometrično spremljali  količino nevezanih proteinov. Ko je krivulja UV-svetlobe 
nehala padati in se je povsem izravnala smo lahko začeli z elucijo. Elucijo vezanega 
ANXA11 s kolone smo naredili z elucijskim pufrom s 300 mM imidazolom, elucijo 
vezanega ANXA11-GST pa  z elucijskim pufrom z 10 mM reduciranim glutationom. 
Pretok smo nastavili na 0,7 mL/min, makimalen tlak sistema na 0,6 MPa, gradient 
elucijskega pufra pa tako, da je elucijski pufer dosegel 100 % v 7 minutah. Preko            
UV-detektorja smo spremljali absorbanco ter eluirane proteine zbirali v frakcije po         
1,2 mL. Eluiranim frakcijam smo na aparatu NanoDrop izmerili A280 ter odvzeli ustrezno 
količino vzorca za analizo z NaDS-PAGE. Po uporabi smo kolono sprali z 10 volumni 
vezavnega pufra, 10 volumni deionizirane vode in 10 volumni 20-odstotnega etanola. 
Kolono smo shranili pri 4 ⁰C.  
3.2.6.3 Dializa izoliranega ANXA11 oziroma ANXA11-GST preko noči ter cepitev s 
proteazo TEV 
Po meritvi koncentracij eluiranih frakcij na NanoDropu smo frakcije z najvišjimi 
koncentracijami združili, tako združeni frakciji ponovno izmerili A280 in odvzeli vzorec 
za analizo z NaDS-PAGE. Združeno frakcijo smo nato v hladni sobi prenesli v dializno 
črevo z izključitveno molekulsko maso 14.000, dali v veliko čašo z dializnim pufrom in 
preko noči dializirali na magnetnem mešalu pri 4 ⁰C. Volumsko razmerje med pufrom in 
vzorcem je bilo 800-400:1 (odvisno od števila združenih frakcij). 
Če smo želeli ANXA11 brez GST, smo cepitev s proteazo TEV izvedli med dializo. 
Proteazo TEV smo v masnem razmerju 80:1 odpipetirali v dializno črevo.  
Naslednje jutro smo dializiran vzorec s proteinom prenesli v centrifugirko in 
centrifugirali 20 minut  pri 16.000 g pri 4 ⁰C. Supernatant smo prenesli v svežo ohlajeno 
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centrifugirko tako, da se nismo dotaknili morebitne oborine, ki je nastala po 
centrifugiranju. Proteinskemu vzorcu smo dodali 70-odstotni glicerol do 10-odstotne 
končne koncentracije in imerili A280 na aparatu NanoDrop. 
3.2.7 Koncentriranje proteina in kromatografija z ločevanjem po velikosti  
Rekombinantni ANXA11 smo nato še dodatno očistiti, saj smo želeli homogen produkt, 
primeren za kristalizacijo. Protein smo dodatno očistili s kromatografijo z ločevanjem po 
velikosti (SEC). Protein smo pred SEC skoncentrirali s posebnimi centrifugnimi 
koncentratorji. Koncentratorje smo najprej sprali z dH2O in vezavnim pufrom za 
kromatografijo z ločevanjem po velikosti. S koncentriranjem smo nadaljevali, dokler 
volumen vzorca ni bil manjši od 500 μL oziroma se vzorec ni začel obarjati.   
Kromatografijo z ločevanjem po velikosti smo delali s kolono Superdex 200 na napravi 
FPLC. Kolona se shranjuje v 2 M NaCl pri 4 ⁰C v hladni sobi. Maksimalen tlak v koloni 
je 3,5 MPa, pretok smo uravnavali glede na vrednosti trenutnega tlaka v sistemu             
(0,5-0,6 mL/min). Kolono smo sprali z vezavnim pufrom ter nato nanesli 500 μL 
koncentriranega vzorca. Med elucijo smo spremljali A280 ter zbirali 1,2 mL elucijske 
frakcije. Eluatom smo izmerili A280 na aparatu NanoDrop in jim odvzeli vzorce za analizo 
z NaDS-PAGE. Očiščene proteine smo shranili pri -4 ⁰C. 
3.2.8 Analiza vzorcev s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS 
3.2.8.1 Priprava vzorcev za NaDS-PAGE  
Pripravili smo vzorce celičnega lizata pred indukcijo (iz prekonočne kultur E. coli 
BL21[DE3] pLysS) in po indukciji (iz celic v avtoindukcijskem gojišču ZYM-5052). Na 
podlagi izmerjenega OD600 smo odvzeli takšen volumen vzorca, da je bilo v njem             
7,5 × 106 celic. Odvzete celice smo odcentrifugirali, zavrgli supernatant, pelet 
resuspendirali v 50 μL 1-kratnega nanašalnega pufra za NaDS-PAGE z dodanim 
reducentom, vzorec nato kuhali 10 min pri 100 °C ter centrifugirali 10 min pri 15.000 g. 
Med postopkom izolacije proteina smo odvzeli po 10 μL vzorca za topno, netopno in 
nevezani frakciji. Dodali smo mu 30 μL vezavnega pufra in 10 μL 5-kratnega nanašalnega 
pufra za NaDS-PAGE z dodanim reducentom, vzorce kuhali 10 min pri 100 °C ter 
centrifugirali 10 min pri 15.000 g. Za vzorce elucijskih frakcij smo najprej izmerili 
približno koncentracijo proteina v posamezni frakciji in nato odvzeli volumen, ki je 
ustrezal 2 - 4 μg vzorca na nanos. Vzorcu smo dodali vezavni pufer do 40 μL in 10 μL   
5-kratnega nanašalnega pufra za NaDS-PAGE z dodanim reducentom. 
3.2.8.2 Izvedba NaDS-PAGE ter barvanje z barvilom CBB  
Pripravljene vzorce in ustrezen standard velikosti smo nanesli na 12,5-odstotni 
diskontinuirni poliakrilamidni gel. Nanašali smo po 10 μL vzorca in 7 μL raztopine 
standarda velikosti. Večinoma smo kot standard velikosti proteinov uporabljali Pierce 
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Unstained Protein MW Marker, le pri analizi vzorcev po odcepu GST s proteazo TEV 
smo uporabili PageRuler Prestained Protein Ladder, da smo lahko spremljali potovanje 
proteinov manjših velikosti po gelu. V kadičko z gelom smo nalili 1-kratni elektroforezni 
pufer z NaDS ter elektroforezo smo nastavili na 35 mA/gel. Ko je fronta barvila 
pripotovala do konca gela, smo izključili tok. Gel smo sprali z dH2O ter dali barvati v 
mešanico 40 mL barvalne raztopine s CBB in 40 mL 20-odstotne ocetne kisline preko 





4  Rezultati in razprava  
4.1 Priprava ekspresijskih vektorjev z zapisom za aneksin A11 
Zapis za človeški ANXA11 (1518 bp), vnesen v vektor pUC57, smo pomnožili ter z 
ustreznimi začetnimi oligonukleotidi ustvarili konce za nadaljnje kloniranje po metodi 
LIC. Zaradi predhodnih neuspelih poskusov PCR-pomnoževanja smo reakcijo PCR 
izvedli pri različnih koncentracijah DMSO (3-10 %). Produkte PCR smo analizirali z 
AGE; velikosti vseh produktov na gelu so ustrezale velikosti ANXA11 pri približno 1500 
bp (slika 6).  
 
Lise smo po analizi z AGE izrezali in izolirali iz gela. Produkte PCR z zapisom za 
ANXA11 wt smo nato vnesli v vektorja pMCSG7 in pMCSG7-GST po metodi LIC. 
Izvedli smo transformacijo in vektorske konstrukte vnesli v klonirni sev E. coli DH5α. 
Pomnožene vektorje smo nato s kompletom reagentov za izolacijo plazmidne DNA 
izolirali iz bakterijskih celic. 
Uspešnost vnosa inserta v vektor smo preverjali z restrikcijsko analizo z restriktazo KpnI. 
Pri vektorjih z uspešno vnesenim insertom smo na agaroznem gelu po AGE pričakovali 
dva fragmenta, saj sta na vektorskem konstruktu dve prepoznavni mesti za restriktazo 
KpnI, eno na insertu ANXA11, drugo pa na vektorju pMCSG7(-GST) (slika 7). 
Pri kloniranju pMCSG7-GST: ANXA11 wt je metoda LIC uspela le za eno kolonijo celic 
DH5α, iz katere smo izolirali plazmidno DNA, pri kloniranju pMCSG7: ANXA11 wt pa 
je metoda LIC uspela pri vseh kolonijah iz katerih smo izolirali plazmidno DNA.  
Slika 6: Produkti PCR ANXA11 wt  za LIC. S polimerazo Phusion pomnožene vzorce smo nanesli na 1-odstotni agarozni gel 
in izvedli elektroforezo. Vse lise so pri približno 1500 bp, kar ustreza velikosti ANXA11 1518 bp. 
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Slika 7: Restrikcijska analiza izoliranih vektorjev pMCSG7-GST: ANXA11 wt in pMCSG7: ANXA11 wt z restriktazo KpnI. 
(A) Preverjali smo prisotnost vključkov ANXA11 v pMCSG7-GST po kloniranju LIC. Velikost pričakovanih fragmentov: 1371 bp 
in 6085 bp. Kontrola 1: vektor pMCSG7-GST, rezan s KpnI (5937 bp). Kontrola 2: nerezan vektor pMCSG7-GST. (B) Preverjali smo 
prisotnost vključkov ANXA11 v pMCSG7 po kloniranju LIC. Velikost pričakovanih fragmentov: 1371 bp in 5434 bp. Kontrola 1: 
vektor pMCSG7, rezan s KpnI (5286 bp). Kontrola 2: nerezan vektor pMCSG7. 
Z uspešno skloniranima vektorjema pMCSG7-GST: ANXA wt in pMCSG7: ANXA wt 
smo nato transformirali celice E. coli BL21[DE3] pLysS in začeli z izražanjem 
rekombinantnih proteinov. 
4.2 Izražanje rekombinantnih ANXA11 in ANXA1-GST 
4.2.1 Poskusno izražanje rekombinantnega aneksina A11 
Rekombinantna ANXA11 in ANXA11-GST smo najprej izrazili v manjših količinah. 
Zanimalo nas je, v kolikšni meri bodo celice rasle po avtoindukciji, kakšna bo zastopanost 
proteina pred indukcijo in po indukciji oziroma v topni in netopni frakciji. Poskusno 
izražanje smo izvedli po standardnem postopku avtoindukcije. Celice v gojišču ZYM-
5052 smo najprej stresali 5 ur pri 37 ⁰C z začetkom ob 9.00 zjutraj in nato preko noči pri 
25 ⁰C. Po končanem gojenju smo vzorec 20-krat redčili z gojiščem LB in izmerili 
vrednost OD600 (tabela 4.1). 
Tabela 4.1: Vrednosti OD600 kultur E. coli ob koncu poskusnega izražanja ANXA11 v vektorjih pMCSG7 in pMCSG7-GST. 
 
Po meritvi OD600, katerega vrednosti so bile v skladu s pričakovanji, smo odvzeli vzorce 
celičnega lizata, topne in netopne frakcije in izvedli analizo z NaDS-PAGE (sliki 8 in 9). 
 OD600 
BL21 [DE3] pLysS pMCSG7-GST: ANXA11 wt 0,594 
BL21 [DE3] pLysS pMCSG7: ANXA11 wt 0,598 
A B 
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Primerjava celičnega lizata ANXA11-GST pred in po indukciji kaže na to, da se pred 
avtoindukcijo izraža zelo majhna količina proteina, ki ustreza velikosti ANXA11-GST. 
Možno je, da gre za šibko puščanje promotorja, ali pa zgolj za endogeni protein, ki je 
enake velikosti kot ANXA11-GST. Upoštevati je treba tudi dejstvo, da je v celotnem 
celičnem lizatu po indukciji izražanja ANXA11-GST več proteinov kot pred indukcijo, 
kar je posledica neekvivalentne količine nanosa celičnega lizata na gel za NaDS-PAGE. 
Več ANXA11-GST je v netopni kot v topni frakciji, čeprav bi si želeli čim večji delež 
proteina v topni frakciji (slika 8). 
Tudi pri poskusnem izražanju ANXA11 je v celičnem lizatu pred indukcijo le majhna 
količina proteina, ki ustreza velikosti ANXA11 (šibko puščanje promotorja ali endogeni 
proteini). Primerjava celičnega lizata pred in po indukciji jasno kaže na uspešno izražanje 
ANXA11 v postopku avtoindukcije. Velik delež proteinov se nahaja v topni frakciji, 
vendar zaradi težav z lizo celic priprava netopne frakcije ni bila uspešna, zato ne moremo 
primerjati količine rekombinantnega proteina v topni in netopni frakciji (slika 9). 
4.2.2 Izražanje in izolacija ANXA11 
Poskusno izražanje je torej uspelo, zato smo nadaljevali z izražanjem v večjih količinah 
in rekombinantne proteine tudi izolirali. V dveh 2 L erlenmajericah smo pripravili po    
400 mL celične kulture E. coli BL21 [DE3] pLysS pMCSG7: ANXA11 wt v gojišču 
Slika 9: Poskusno izražanje ANXA11. Vzorce smo analizirali 
z NaDS-PAGE. Pričakovana velikost produkta ANXA11 je 
55,6 kDa. Puščica kaže mesto, kjer pričakujemo ANXA11. Pri 
razbijanju celic z zapisom za ANXA11 je bil pokvarjen 
ultrazvočni razbijalnik celic, zato smo uporabili alternativo 
(reagent za lizo iz kompleta reagentov MiniPrep in poseben lizni 
reagent) – liza ni bila uspešna. Za standard velikosti smo 
uporabili Pierce Unstained Protein MW Marker. 
Slika 8:  Poskusno izražanje ANXA11-GST. Vzorce smo 
analizirali z NaDS-PAGE. Pričakovana velikost produkta 
ANXA11-GST je 81,6 kDa. Puščica kaže mesto, kjer 
pričakujemo ANXA11-GST. Za standard velikosti smo 
uporabili Pierce Unstained Protein MW Marker.  
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ZYM-5052 ter stresali 24 ur po standardnem postopku avtoindukcije. Ob koncu gojenja 
so bile vrednosti OD600 prvega izražanja ANXA11 nižje od pričakovanih, ki smo jih 
dobili pri poskusnem izražanju. Prav tako se vrednosti vzorca 1 dolgo niso ustalile, celice 
so še kar naprej rastle (tabela 4.2). 
Tabela 4.2: Vrednosti OD600 kultur E. coli ob koncu gojenja pri prvem izražanju ANXA11 z vektorjem pMCSG7. Sočasno smo 
stresali dve 2 L erlenmajerici s kulturo E coli; oznaki 1 in 2 v tabeli označujeta posamezno erlenmajerico s celično kulturo. 
 
925 1005 1035 1100 
BL21 [DE3] pLysS pMCSG7: ANXA11 wt 1 0,368 0,387 0,426 0,434 
BL21 [DE3] pLysS pMCSG7: ANXA11 wt 2 0,338 0,358 / 0,346 
Razlogi za nižje vrednosti optične gostote in slabšo rast celic so lahko različni. Izhajali 
smo iz na novo pripravljenega gojišča MDG, zato je bila na novo izbrana nacepljena 
kolonija morda manj produktivna. Druga možnost je, da se celice niso dovolj stresale ali 
pa temperatura v termostatu ni bila povsod enotna. Ob 1100 smo tako prenehali s 
stresanjem in začeli z izolacijo proteina po postopku, opisanem v poglavju 3.2.6. Izvedli 
smo afinitetno kromatografijo na imobiliziranih Ni2+ ionih (IMAC). Elucijski diagram 
prikazuje slika 10. 
 
Slika 10: Izolacija ANXA11 z nikljevo afinitetno kromatografijo (prvi poskus). Uporabili smo kolono HisTrapFF. Kromatografijo 
smo izvajali na napravi FPLC. Elucija je potekala pri pretoku mobilne faze 0,7 mL/min. Protein smo s kolone eluirali z gradientom 
elucijskega pufra z dodanim 300 mM imidazolom (100 % v 7 min). Elucija se je začela pri 100 mM koncentraciji imidazola. Zelena 
črta predstavlja delež elucijskega pufra v mobilni fazi od 0 do 100 %, modra pa A280, s katero smo spremljali koncentracijo proteinov. 
Območje elucijskih frakcij E1-E4 je prikazano na osi x. 
 
Zbranim eluiranim frakcijam IMAC smo izmerili A280 s spektrofotometrom NanoDrop 
(tabela 4.3). Frakcije E2-E4 smo združili in dali dializirati preko noči, da smo zamenjali 
pufer. 
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Tabela 4.3: A280 elucijskih frakcij pri izolaciji ANXA11 z nikljevo afinitetno kromatografijo (prvi poskus). 
ANXA11 A280 A260/280 konc. [mg/mL] 
E1 0,166 1,14  
E2 1,819 0,59 2,32 
E3 0,719 0,64 0,91 
E4 0,176 0,67  
združene frakcije E2, E3 in E4 0,944 0,61 1,20 
po dializi E2, E3 in E4 0,973 0,63 1,24 
 
Analiza z NaDS-PAGE je pokazala, da se je nekoliko več ANXA11 izrazilo v netopni 
obliki. Izolirani rekombinantni protein ni povsem čist, vidnih je še nekaj šibkih lis pri 
manjših velikostih. Med približno 55 in 45 kDa so vidne 3 lise približno 5 kDa narazen, 
ki domnevno nastanejo zaradi fragmentacije ANXA11. Že v predhodnjih poskusih so 
namreč ugotovili, da se ANXA11 cepi na mestu S119 ter fragmentirani produkt z 
velikostijo približno 42 kDa poimenovali ANXA11 S119 [47]. Med nanašanjem proteina 
na kolono IMAC se je večina proteina uspešno vezala na kolono, saj v nevezani frakciji 
skoraj ni opazne lise, ki bi ustrezala velikosti ANXA11 (slika 11).  
 
Slika 11: Prvo izražanje  ANXA11 v velikem obsegu. Vzorce smo analizirali z NaDS-PAGE. Pričakovana velikost produkta 
ANXA11 je 55,6 kDa. Količina proteina na nanos: eluat 2 – 4,5 μg, eluat 3 – 1,8 μg. Za standard velikosti smo uporabili Pierce 
Unstained Protein MW Marker. 
Ker nismo bili zadovoljni z rastjo celic in količino izoliranega proteina, smo ponovili 
izražanje ANXA11 ter njegovo izolacijo. Tokrat smo bili pri postavljanju erlenmajeric v 
stresalnik bolj pozorni in ju postavili v levi in desni notranji kot, kjer je bilo videti 
stresanje boljše kot drugod. Vrednosti izmerjenih OD600 so bile primerljive z rezultati 
poskusnega izražanja (tabela 4.4). 
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Tabela 4.4: Vrednosti OD600 kultur E. coli ob koncu gojenja pri drugem izražanju ANXA11 z vektorjem pMCSG7. Sočasno 
smo stresali dve 2 L erlenmajerici s kulturo E coli; oznaki 1 in 2 v tabeli označujeta posamezno erlenmajerico s celično kulturo. 
 
 
Tokrat smo imeli boljše izhodišče za izolacijo proteina kot prvič, saj smo izhajali iz večje 
količine celic. Po opravljeni afinitetni kromatografiji IMAC, katere elucijski diagram je 
na sliki 12, smo eluiranim frakcijam izmerili A280 (tabela 4.5). Frakciji E1 in E3 smo 
združili ter dializirali preko noči. Ker je imela frakcija E2 zelo visoko koncentracijo, je 
nismo združili s frakcijama E1 in E3, saj vzorca nismo želeli razredčiti. Tudi frakcijo E2 
smo dali dializirati preko noči.  
 
Slika 12: Izolacija ANXA11 z nikljevo afinitetno kromatografijo (drugi poskus). Uporabili smo kolono HisTrapFF. 
Kromatografijo smo izvedli na napravi FPLC. Elucija je potekala pri pretoku mobilne faze 0,7 mL/min. Protein smo s kolone eluirali 
z gradientom elucijskega pufra z dodanimi 300 mM imidazola (100 % v 7 min). Elucija se je začela pri 100 mM koncentraciji 
imidazola. Zelena črta predstavlja delež elucijskega pufra v mobilni fazi od 0 do 100 %, modra pa A280, s katero smo spremljali 
koncentracijo proteinov. Območje elucijskih frakcij E1-E4 je prikazano na osi x. Elucijski vrh je odrezan, ker so bile vrednosti A280 
višje od maksimalne meje zaznave UV-detektorja na napravi FPLC. 
Tabela 4.5: A280 elucijskih frakcij pri izolaciji ANXA11 z nikljevo afinitetno kromatografijo (drugi poskus). Ker je bila vrednost 
A280 E2 zelo visoka je nismo združili z ostalimi frakcijami, ampak smo jo dializiratli ločeno, da je nismo razredčili. 
ANXA11  A280 A260/280 konc. [mg/mL] 
E1 1,289 0,70       1,64 
E2 6,457 0,84       8,2 
E3 1,005 0,62  
E4 0,413 0,75  
združeni frakciji E1in E3  1,245 0,65       1,20 
po dializi: E2 9,686 0,87     12,32 
po dializi: E1 in E3 1,206 0,67       1,53 
 
815 845 
BL21 [DE3] pLysS pMCSG7: ANXA11 wt 1 0,609 0,538 
BL21 [DE3] pLysS pMCSG7: ANXA11 wt 2 0,532 0,532 
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Pri drugem izražanju ANXA11 smo izolirali veliko več produkta kot pri prvem izražanju, 
vendar je sodeč po rezultatih NaDS-PAGE ta manj čist, z več nespecifičnimi proteini. 
Poleg dodatnih lis so na gelu NaDS-PAGE ponovno vidne tri šibke lise med 55 in 45 
kDa, ki smo jih opazili že pri prvem izražanju. Ponovno je prišlo do cepitve ANXA11 wt, 
saj eden izmed fragmentiranih produktov ustreza velikosti ANXA11 S119. Več ANXA11 
wt je v netopni obliki kot v topni. Večina proteina se je vezala na kolono, saj v nevezani 
frakciji skoraj ni produkta, ki bi ustrezal velikosti ANXA11 wt (slika 13). 
 
 
Slika 13:  Drugo izražanje  ANXA11 v velikem obsegu. Vzorce smo analizirali z NaDS-PAGE. Pričakovana velikost produkta 
ANXA11 wt je  55,6 kDa. Količina proteina na nanos: 3 μg. Za standard velikosti smo uporabili Pierce Unstained Protein MW Marker. 
Sledilo je dodatno čiščenje proteina iz frakcije E2 s kromatografijo z ločevanjem po 
velikosti. Sama frakcija E2 je imela že po afinitetni kromatografiji dovolj visoko 
koncentracijo (12,32 mg/mL), zato koncentriranje vzorca ni bilo potrebno. Pred nanosom 
na kolono smo raztopino proteina centrifugirali, a se je pri tem skoraj ves protein oboril. 
Nova vrednost A280 je bila občutno manjša od začetne, zato smo protein pred nanosom 
skoncentrirali do koncentracije 5,07 mg/mL. Že iz predhodnjega dela z ANXA11 smo 
vedeli, da se rad obarja. Po izolaciji z afinitetno kromatografijo IMAC je protein 2 tedna 
stal v hladilniku pri 4 ⁰C, kar je najverjetnejši razlog za obarjanje. 
 
Na kromatogramu SEC se vidi, da elucijski vrhovi niso popolnoma ločeni (slika 14). 
Izhodiščni vzorec je verjetno vseboval veliko nespecifičnih produktov z velikostmi, 
preveč podobnimi ANXA11, da bi se eluirali ločeno. To potrjujejo tudi rezultati analize 
z NaDS-PAGE (slika 15). 
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Slika 14: Kromatografija z ločevanjem po velikosti za ANXA11. Na kolono smo nanesli 500 μL frakcije E2 po IMAC s                 
koncentracijo 5,07 mg/mL. Pretok kolone je bil 0,5 mL/min, maksimalen dosežen tlak  3,21 MPa. Modra črta predstavlja A280. 
Območje elucijskih frakcij E1-E8 je prikazano na osi x. 
Od osmih elucijskih frakcij smo naredili analizo z NaDS-PAGE le za elucijski frakciji 3 
in 4. Vzorce za NaDS-PAGE smo pripravili tako, da je bilo na nanos 2 μg proteinov, 
vendar je v vzorcu pred SEC, kljub temu občutno manj proteina kot v vzorcih eluiranih 
frakcij. Verjetno je prišlo do napake pri pipetiranju, ali pa je bila napačno izmerjena 
koncentracija A280. Ker je bila nanesena premajhna količina vzorca pred SEC, težko 
primerjamo čistost vzorca pred in po kromatografiji (slika 15). Vzorca pred SEC je na 
gelu vsaj 3-krat manj kot v 3. elucijski frakciji (E3), vendar so lise nespecifičnih proteinov 
kljub temu dobro vidne. Če bi bile te še 3-krat močnejše, bi bila količina nespecifičnih 
produktov pred SEC večja kot v frakciji E3. Vzorec pred SEC in vzorca E3 ter E4 po 
SEC imajo manj lis nespecifičnih  proteinov kot vzorec frakcije E2 po IMAC na sliki 13. 
Verjetno se je določen delež nespecifičnih proteinov iz frakcije E2 po IMAC oboril med 
centrifugiranjem pred nanosom na kolono. Kljub vsemu lahko rečemo, da je vzorec 
rekombinantnega ANXA11 iz frakcije E3 po SEC bolj čist kot pred kromatografijo z 
ločevanjem po velikosti. 
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Slika 15: Primerjava vzorcev ANXA11 z NaDS-PAGE pred in po kromatografiji z ločevanjem po velikosti. Količina proteinov 
na nanos: 2 μg. Oznaka E3 označuje elucijsko frakcijo 3; oznaka E4 označuje elucijsko frakcijo E4. V žepek z oznako ST smo nanesli 
standard velikosti Pierce Unstained Protein MW Marker.  
 
4.2.3 Izražanje in izolacija ANXA11-GST 
Izražali smo tudi ANXA11 kot fuzijo z oznako GST. Celice E. coli BL21 [DE3] pLysS 
pMCSG7-GST: ANXA11 wt smo gojili v dveh 2 L erlenmajericah s po 400 mL celične 
kulture. Podobno kot pri prvem izražanju ANXA11, tudi pri prvem izražanju        
ANXA11-GST nismo dosegli vrednosti OD600, primerljivih s poskusnim izražanjem 
(tabela 4.6). 
Tabela 4.6: Vrednosti OD600  kultur E. coli ob koncu gojenja pri prvem izražanju ANXA11 z vektorjem pMCSG7-GST. 
Sočasno smo stresali dve 2 L erlenmajerici s kulturo E coli; oznaki 1 in 2 v tabeli označujeta posamezno erlenmajerico s celično 
kulturo. 
  815 845 
BL21 [DE3] pLysS pMCSG7 - GST: ANXA11 wt 1 0,399 0,432 
BL21 [DE3] pLysS pMCSG7 - GST: ANXA11 wt 2 0,353 0,352 
 
Sledila je izolacija proteina z afinitetno kromatografijo na imobiliziranem glutationu. 




Slika 16: Izolacija ANXA11-GST z glutation-S-transferazno afinitetno kromatografijo (prvi poskus). Kromatografijo smo 
izvedli na napravi FPLC. Elucija je potekala pri pretoku mobilne faze 0,7 mL/min. Protein smo s kolone eluirali z gradientom 
elucijskega pufra, ki je vseboval 10 mM reduciran glutation (100 % v 7 min). Elucija se je začela pri 4 mM koncentraciji reduciranega 
glutationa. Zelena črta predstavlja delež elucijskega pufra v mobilni fazi od 0 do 100 %, modra pa A280, s katero smo spremljali 
koncentracijo proteinov. Območje elucijskih frakcij E1-E3 je prikazano na osi x. 
 
Količina izoliranega rekombinantnega proteina je bila nizka (tabela 4.7), kar je tudi 
posledica majhne količine začetnega materiala. Frakciji E1 in E2 smo združili in dali 
dializirati preko noči. 
 







Med dializo proteina smo izvedli cepitev s proteazo TEV, ki je odcepila His-GST-oznako. 
Cepitev je bila uspešna, saj sta v vzorcu po dializi na gelu NaDS-PAGE vidni dve lisi, 
GST pri 26 kDa in ANXA11 pri 55,6 kDa, njuna vsota pa ustreza velikosti            
ANXA11-GST z 81,6 kDa (slika 17). Vzorca celičnega lizata pred in po indukciji kažeta 
na to, da je prišlo do avtoindukcije, puščanja promotorja pa ni bilo. Rekombinantnega 
proteina je zopet nekoliko več v netopni frakciji. Nekaj proteina se ni vezalo na kolono, 
saj se vidi lisi ustreznih velikosti tako v nevezani frakciji 1 kot tudi 2, kar je lahko tudi 
ANXA11-GST A280 A260/280 konc. [mg/mL] 
E1 0,515 0,54 0,49 
E2 0,205 1,69 0,19 
E3 0,038 13,41  
združeni frakciji E1 in E2 0,369 0,96 0,35 
po dializi in cepitvi s proteazo 
TEV: združeni frakciji E1 in E2  
0,401 / 0,38 
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dodaten razlog za slab končni izplen izolacije rekombinantnega proteina. Na gel je sicer 
nanesena manjša količina vzorca, vendar eluirane frakcije izoliranega rekombinantnega 
proteina kljub temu izgledajo bolj čiste, kot pri izražanju ANXA11 brez oznake GST. To 
je posledica dejstva, da je izolacija preko glutation-S-transferaze bolj specifična in daje 
čistejše produkte kot izolacija preko heksahistidinske oznake, saj imajo podobna 
zaporedja tudi endogeni proteini. 
 
Slika 17: Prvo izražanje  ANXA11-GST v velikem obsegu. Vzorce smo analizirali z NaDS-PAGE. Pričakovane velikosti produktov 
so ANXA11-GST 81,6 kDa, ANXA11 55,6 kDa (po odcepitvi GST s proteazo TEV), GST 26 kDa. Količina proteina na nanos:           
eluat 1 1 μg; ostalim eluatom smo odvzeli enak volumen vzorca, kot eluatu 1. Za standard velikosti smo uporabili  PageRuler 
Prestained Protein Ladder. 
Tudi izražanje ANXA11-GST smo ponovil in bili tokrat bolj pozorni na postavljanje 
erlenmajeric v stresalnik in jakost stresanja. Rast celic pri drugem izražanju          
ANXA11-GST je bila dobra, primerljiva s poskusnim izražanjem (tabela 4.8). 
Tabela 4.8: Vrednosti OD600 kultur E. coli ob koncu gojenja pri drugem izražanju ANXA11 v vektorju pMCSG7-GST. Sočasno 
smo stresali dve 2 L erlenmajerici s kulturo E coli; oznaki 1 in 2 v tabeli označujeta posamezno erlenmajerico s celično kulturo 
 
815 845 
BL21 [DE3] plysS pMCSG7 – GST: ANXA11 wt 1 0,504 0,485 
BL21 [DE3] plysS pMCSG7 – GST: ANXA11 wt 2 0,588 0,553 
 
Nadaljevali smo z delom in izolacijo z afinitetno kromatografijo na imobiliziranem 
glutationu. Elucijski diagram kromatografije prikazuje slika 18. 
38 
 
Slika 18: Izolacija ANXA11-GST z glutation-S-transferazno afinitetno kromatografijo (drugi poskus). Kromatografijo smo 
izvedli na napravi FPLC. Elucija je potekala pri pretoku mobilne faze 0,7 mL/min. Protein smo s kolone eluirali z gradientom 
elucijskega pufra z dodanimi 10 mM reduciranega glutationa (100 % v 7 min). Elucija se je začela pri 4 mM reduciranega glutationa. 
Zelena črta predstavlja delež elucijskega pufra v mobilni fazi od 0 do 100 %, modra pa A280, s katero smo spremljali koncentracijo 
proteinov. Območje elucijskih frakcij E1-E3 je prikazano na osi x. 
Izolirali smo podobno količino produkta kot pri prvem izražanju (tabela 4.9). Elucijski 
frakciji E1 in E2 z najvišjima koncentracijama smo združili in dali dializirati preko noči. 
Tabela 4.9: A280 elucijskih frakcij pri izolaciji ANXA11-GST z glutation-S-transferazno afinitetno kromatografijo (drugi 
poskus).  
ANXA11-GST A280 A260/280 konc. [mg/mL] 
E1 1,043 0,58         0,99 
E2 0,652 0,97         0,616 
E3 0,122 4,04  
združeni frakciji E1 in E2 0,884 0,7  
po dializi: združeni E1in E2  0,863 0,56          0,82 
 
Pri analizi z NaDS-PAGE se v nevezani frakciji 1 ponovno vidi lisa, ki bi lahko ustrezala 
ANXA11-GST. Ker smo nanesli preveliko količino vzorca celičnega lizata pred 
indukcijo, težko ocenimo, ali gre v nevezani frakciji res za ANXA11-GST ali le za 
endogeni protein s podobno velikostijo. V primeru, da gre res za ANXA11-GST, se velik 
delež proteina ni vezal na kolono (slika 19). Izolirani protein je dokaj čist, brez 
nespecifičnih produktov. Ni opaznih lis domnevnih frgamentov proteina ANXA11–GST. 
Varianto ANXA11 S119 – GST bi pričakovali pri približno 68 kDa, vendar pri tej velikost 
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ni opazne nobene lise. Iz tega lahko sklepamo, da dodatna oznaka GST stabilizira 
nestrukturirani N-konec in zmanjša fragmentacijo ANXA11. 
 
Slika 19: Drugo izražanje ANXA11-GST v velikem obsegu. Vzorce smo analizirali z NaDS-PAGE. Pričakovana velikost 
ANXA11-GST je 81,6 kDa. Količina proteina na nanos: eluat 1 - 2 μg; ostalim eluatom smo odvzeli enak volumen vzorca kot za eluat 
1. Za standard velikosti smo uporabili  PageRuler Prestained Protein Ladder. Verjetno je bilo nekaj narobe s pufrom, saj je gel nekoliko 
slabše kvalitete (proge preko gela). 
Izražanje ANXA11-GST smo ponovili trikrat (slike tretjega poskusa izražanja ni med 
rezultati) in vedno smo izolirali podobno količino produkta. Pri tretjem izražanju smo 
izhajali iz 4 erlenmajeric s po 400 mL kulture, rast celic je bila primerljiva s pokusnim 
izražanjem, vendar je bil izplen izolacije vseeno slab.  
Pri analizi z NaDS-PAGE so pri vseh treh poskusih izražanja vidne lise rekombinantnega 
proteina tudi v nevezanih frakcijah. Prav tako smo opazili, da je bil elucijski vrh pri vseh 
glutation-S-transferaznih afinitetnih kromatografijah dosežen pri absorbanci okoli 800 
mAU, ne glede na količino izhodnega materiala (sliki 16 in 18). Možno je, da je imela 
uporabljena kolona GST slabšo kapaciteto in je izgubila svojo vezavno sposobnost zaradi 
kopičenja oborjenih, denaturiranih ali nespecifičnih proteinov na koloni. Kolono bi bilo 
potrebno regenerirati in sprati z 2 volumnoma 6 M gvanidinijevega hidroklorida in 5 
volumni PBS po navodilih proizvajalca [48].  
Dializirano elucijsko frakcijo E2 iz drugega poskusa izražanja ANXA11-GST smo 
dodatno očistili s kromatografijo z ločevanjem po velikosti. Najprej smo protein 
skoncentrirali na volumen manjši od 500 μL in koncentracijo 3,28 mg/mL. Pred nanosom 
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na kolono smo vzorec še centrifugirali, da bi odstranili morebitne oborjene proteine. 
Koncentracija vzorca po centrifugiranju je znašala 3,19 mg/mL. Elucijski diagram 
kromatografije z ločevanjem po velikosti prikazuje slika 20. 
 
Slika 20: Kromatografija z ločevanjem po velikosti za ANXA11-GST. Na kolono smo nanesli 500 μL vzorca frakcije E2 po 
afinitetni kromatografiji (drugi poskus izražanja) s koncentracijo 3,19 mg/mL. Pretok kolone je bil 0,5 mL/min, maksimalen dosežen 
tlak  3,21 MPa. Modra črta predstavlja A280.  Območje elucijskih frakcij E1-E7 je prikazano na osi x. 
Od sedmih elucijskih frakcij smo z NaDS-PAGE analizirali le elucijski frakciji 1 in 2, saj 
njuno območje elucije ustreza ANXA11-GST. Vzorca elucijskih frakcij 1 in 2 izoliranega 
proteina ANXA11-GST po ločevanju po velikosti imata manj lis nespecifičnih proteinov 
kot vzorec pred čiščenjem. Namen SEC je bil dosežen, dobili smo dovolj čist protein, 
ustrezen za kristalizacijo (slika 21). Po izolaciji in analizah proteina nam je ostalo 




Slika 21: Primerjava vzorcev ANXA11-GST z NaDS-PAGE pred in po kromatografiji z ločevanjem po velikosti. Količina 
proteinov na nanos: 2 μg.. Oznaka E1 označuje elucijsko frakcijo 1; oznaka E2 označuje elucijsko frakcijo E2. V žepek z oznako ST 
smo nanesli standard velikosti Pierce Unstained Protein MW Marker.  
Iz rezultatov lahko zaključimo, da so produkti, izolirani preko heksahistidinske oznake, 
manj čisti in imajo več nespecifičnih proteinov kot produkti, izolirani preko GST-oznake. 
Vezava GST na kolono z imobiliziranim glutationom je bolj specifična kot vezava His-
oznake na nikljevo kolono, na katero se lahko vežejo tudi endogeni proteini s podobnim 
zaporedjem. Med nespecifičnimi proteini v vzorcih izoliranega ANXA11 brez GST so 
bili domnevno tudi produkti fragmentacije ANXA11, ki je posledica nestrukturiranega 





5 Zaključek  
V okviru diplomske naloge smo vstavili zapis za rekombinantni aneksin A11 v 
ekspresijska vektorja pMCSG7 in pMCSG7-GST. Protein smo izrazili v bakterijskih 
celicah E. coli BL21 [DE3] pLysS ter ga uspešno izolirali z afinitetno kromatografijo, kar 
potrjuje našo prvo hipotezo.  
Sledila je primerjava vzorcev izoliranega proteina ANXA11 brez oznake GST in z oznako 
GST. Medtem, ko so bile na gelu NaDS-PAGE vzorcev izoliranega ANXA11 vidne lise, 
ki bi lahko ustrezale fragmentiranim produktom, med drugim tudi ANXA11 S119, je bila 
takšna fragmentacija pri izražanju ANXA11-GST zelo šibka oziroma je ni bilo. Ugotovili 
smo, da oznaka GST verjetno stabilizira nestrukturiran N-končni del ANXA11 in zmanjša 
njegovo fragmentacijo, zato lahko potrdimo tudi našo drugo hipotezo.  
Uspešno smo opravili cepitev oznake His-GST s proteazo TEV. Nastali fragmenti so 
ustrezali pričakovanim velikostim, s čimer smo potrdili tretjo hipotezo te diplomske 
naloge. 
Rekombinantni protein smo dodatno očistili s kromatografijo z ločevanjem po velikosti 
in dobili bolj homogene produkte. ANXA11 bi bilo potrebno še dodatno očistiti, 
ANXA11-GST pa je bil dovolj čist za kristalizacijo, vendar je bila končna količina 
rekombinantnega proteina premajhna. ANXA11 znamo sedaj pripraviti v čisti obliki, ki 
ne fragmentira in je primerna za kristalizacijo. V nadaljnjih poskusih bo potrebno večkrat 
ponoviti opisani postopek izolacije in čiščenja, da bomo pridobili dovolj velike količine 




6 Literatura  
[1] J. P. Taylor, D. W. Cleveland: Decoding ALS: From genes to mechanism. Nature. 
2017, 539, 197–206.  
[2] C. P. Webster, E. F. Smith, P. J. Shaw, K. J. De Vos: Protein homeostasis in 
amyotrophic lateral sclerosis: therapeutic opportunities? Frontiers in Molecular 
Neuroscience. 2017, 72, 123. 
[3] A. Al-Chalabi, O. Hardiman: The epidemiology of ALS: a conspiracy of genes, 
Environment and Time. Nat. Rev. Neurol. 2013, 9, 617. 
[4] W. Robberecht, T. Philips: The changing scene of amyotrophic lateral sclerosis. Nat. 
Rev. Neurosci. 2013, 14, 248. 
[5] M. A. van Es, O. Hardiman, A. Chio, A. Al-Chalabi, R. J. Pasterkamp, J. H. Veldink, 
L. H. van den Berg: Amyotrophic lateral sclerosis. Lancet. 2017, 390, 2084–2098.  
[6] A. E. Renton, A. Chiò, B. J. Traynor: State of play in amyotrophic lateral sclerosis 
genetics. Nat. Neurosci. 2013, 17, 17. 
[7] P. R. Mehta, A. R. Jones, S. Opie-martin, A. Shatunov, A. Iacoangeli, A. Al Khleifat, 
B. N. Smith, S. Topp, K. E. Morrison, P. J. Shaw, et al: Younger age of onset in familial 
amyotrophic lateral sclerosis is a result of pathogenic gene variants , rather than 
ascertainment bias. J. Neurol. Neurosurg. Psychiatry. 2019, 90, 268–271.  
[8] P. A. Ferreira: The coming-of-age of nucleocytoplasmic transport in motor neuron 
disease and neurodegeneration. Cell. Mol. Life Sci. 2019, 76, 2247–2273.  
[9] K. Burk, R. J. Pasterkamp: Disrupted neuronal trafficking in amyotrophic lateral 
sclerosis. Acta Neuropathol. 2019, 137, 859–877.  
[10] A. Tsubota, H. Ichijo, K. Homma: Mislocalization, aggregation formation and defect 
in proteolysis in ALS. AIMS Mol. Sci. 2016. 3, 246–268.  
[11] A. L. Nishimura, V. Župunski, C. Troakes, C. Kathe, P. Fratta, M. Howell, J. Gallo, 
T. Hortobagyi, C. E. Shaw, B. Rogelj: Nuclear import impairment causes cytoplasmic 
accumulation and is associated with frontotemporal lobar degeneration. Brain. 2010, 133, 
1763–1771.  
[12] P. Smethurst, J. Newcombe, C. Troakes, R. Simone Y. Chen, R. Patani, K. Sidle: 
Neurobiology of disease in vitro prion-like behaviour of TDP-43 in ALS. Neurobiol. Dis. 
2016, 96, 236–247.  
46 
[13] L. Ferraiuolo, J. Kirby, A. J. Grierson, M. Sendtner, P. J. Shaw: Molecular pathways 
of motor neuron injury in amyotrophic lateral sclerosis. Nat. Rev. Neurol. 2011, 7, 616. 
[14] H. P. Nguyen, C. Van Broeckhoven, J. Van Der Zee: ALS genes in the genomic era 
and their implications for FTD. Trends Genet. 2018, 34, 404–423.  
[15] M. Nassif, V. Valenzuela, D. Rojas-Rivera, R. Vidal, S. Matus, K. Castillo, Y. 
Fuentealba, G. Kroemer, B. Levine, C. Hetz: Pathogenic role of BECN1/Beclin 1 in the 
development of amyotrophic lateral sclerosis. Autophagy. 2014, 10, 1256–1271.  
[16]  H.-H. Ryu, M.-H. Jun, K.-J. Min, D.-J. Jang, Y.-S. Lee, H. K. Kim, J.-A. Lee: 
Autophagy regulates amyotrophic lateral sclerosis-linked fused in sarcoma-positive stress 
granules in neurons. Neurobiol. Aging. 2014, 35, 2822–2831.  
[17] M. Hiji, T. Takahashi, H. Fukuba, H. Yamashita, T. Kohriyama, M. Matsumoto: 
White matter lesions in the brain with frontotemporal lobar degeneration with motor 
neuron disease: TDP-43-immunopositive inclusions co-localize with p62, but not 
ubiquitin. Acta Neuropathol. 2008, 116, 183–191.  
[18] T. P. Levine, R. D. Daniels, A. T. Gatta, L. H. Wong, L. H.; M. J. Hayes: The product 
of C9orf72, a gene strongly implicated in neurodegeneration, is structurally related to 
DENN Rab-GEFs. Bioinformatics. 2013, 29, 499–503.  
[19] T.-T. Liu, T. S. Gomez, B. K. Sackey, D. D. Billadeau, C. G. Burd: Rab GTPase 
regulation of retromer-mediated cargo export during endosome maturation. Mol. Biol. 
Cell. 2012, 23, 2505–2515.  
[20] M. A. Farg, K. Y. Soo, A. K. Walker, H. Pham, J. Orian, M. K. Horne, S. T. 
Warraich, K. L. Williams, I. P. Blair, J. D. Atkin: Mutant FUS induces endoplasmic 
reticulum stress in amyotrophic lateral sclerosis and interacts with protein disulfide-
isomerase. Neurobiol. Aging. 2012, 33, 2855–2868.  
[21] L. Fang, C. Hemion, A. C. Pinho Ferreira Bento, C. C. Bippes, J. Flammer, A. 
Neutzner: Mitochondrial function in neuronal cells depends on p97/VCP/Cdc48-
mediated quality control. Front. Cell. Neurosci. 2015, 9, 16. 
[22] I. R. A. Mackenzie, R. Rademakers, M. Neumann, M. TDP-43 and FUS in 
amyotrophic lateral sclerosis and frontotemporal dementia. Lancet Neurol. 2010, 9, 995–
1007.  
[23] K. Zhang, C. J. Donnelly, A. R. Haeusler, J. C. Grima, J. B. Machamer, P. Steinwald, 
E. L. Daley, S. J. Miller, K. M. Cunningham, S. Vidensky, et al.: The C9orf72 repeat 
expansion disrupts nucleocytoplasmic transport. Nature. 2015, 525, 56–61.  
47 
[24] J. Shang, T. Yamashita, Y. Nakano, R. Morihara, X. Li, T. Feng, X. Liu, Y. Huang, 
Y. Fukui, N. Hishikawa, et al.: Aberrant distributions of nuclear pore complex proteins 
in ALS mice and ALS patients. Neuroscience. 2017, 350, 158–168.  
[25] K. J. De Vos, M. Hafezparast: Neurobiology of axonal transport defects in motor 
neuron diseases: opportunities for translational research? Neurobiol. Dis. 2017, 105, 283–
299.  
[26] G. A. Morfini, D. A. Bosco, H. Brown, R.  Gatto, A. Kaminska, Y. Song, L. Molla, 
L. Baker, M. N. Marangoni, S. Berth, et al.: inhibition of fast axonal transport by 
pathogenic SOD1 involves activation of p38 MAP kinase. PLoS One. 2013, 8, 65235-
65235.  
[27] M. Neumann, D. M. Sampathu, L. K. Kwong, A. C. Truax, M. C. Micsenyi, T. T. 
Chou, J. Bruce, T. Schuck, M. Grossman, C. M. Clark, et al.: Ubiquitinated TDP-43 in 
frontotemporal lobar degeneration and amyotrophic lateral sclerosis. Science. 2006, 314, 
130-133.  
[28] S. Lee, Y. Shang, E. J. Huang: mechanisms of dendrite degeneration in amyotrophic 
lateral sclerosis bt  - dendrites: development and disease. Springer Japan. 2016, 545–579.  
[29] S.-C. Ling, M. Polymenidou, Don W. Cleveland: Converging mechanisms in ALS 
and FTD: disrupted RNA and protein homeostasis. Neuron. 2013, 79, 416–438. 
[30] A. B. N. Smith, S. D. Topp, C. Fallini, H. Shibata, H. Chen, C. Troakes, A. King, N. 
Ticozzi, K. P. Kenna, A. Soragia-gkazi, et al.: Mutations in ANXA11 cause familial and 
sporadic amyotrophic lateral sclerosis. Sci. Transl. Med. 2017. 
[31] A. M. Lizarbe, I. J. Barrasa, N. Olmo, F. Gavilanes, J. Turnay: Annexin-phospholipid 
interactions. Functional implications. Int. J. Mol. Sci. 2013, 14. 
[32] V. Gerke, S. E. Moss: Annexins : from structure to function. Physiol. Rev. 2002, 82, 
331–371. 
[33] J. Wang, C. Guo, S. Liu, H. Qi, Y. Yin, R. Liang, M. Sun, F. T. Greenaway: Clinica 
chimica acta annexin A11 in disease. Clin. Chim. Acta. 2014, 431, 164–168.  
[34] W. Jiasheng, C. Guo, S. Liu, H. Qi, Y. Yin, R. Liang, M.-Z. Sun, F. Greenaway: 
Annexin A11 in disease. Clin. Chim. Acta. 2014, 431.  
[35] M. Mirsaeidi, S. Gidfar, A. Vu, D. Schraufnagel: Annexins family: insights into their 
functions and potential role in pathogenesis of sarcoidosis. J. Transl. Med. 2016, 14, 89.  
48 
[36] X. Liu, C. Wu, J. He, N. Zhang, D. Fan: Two rare variants of the ANXA11 gene 
identified in Chinese patients with amyotrophic lateral sclerosis. Neurobiol. Aging 2019, 
74, 9-12.  
[37] E. Lecona, J. Turnay, N. Olmo, A. Guzmán-Aránguez, R. O. Morgan, M.-P. 
Fernandez, M. A. Lizarbe: Structural and functional characterization of recombinant 
mouse annexin A11: influence of calcium binding. Biochem. J. 2003, 373, 437–449.  
[38] B. N. Smith, S. D. Topp, C. Fallini, H. Shibata, H.-J. Chen, C. Troakes, A. King, N. 
Ticozzi, K. P. Kenna, A. Soragia-Gkazi, et al.: Mutations in the vesicular trafficking 
protein annexin A11 are associated with amyotrophic lateral sclerosis. Sci. Transl. Med. 
2017, 9, 9157.  
[39] A. Tomas, C. Futter, S. E. Moss: Annexin 11 is required for midbody formation and 
completion of the terminal phase of cytokinesis. The Journal of Cell Biology. 2004, 6, 
813–822.  
[40] S. Iino, T. Sudo, T. Niwa, T. Fukasawa, H. Hidaka, I.Niki: Annexin XI may be 
involved in Ca2+- or GTP-γS-induced insulin secretion in the pancreatic β-Cell. FEBS 
Letters. 2000, 479, 46–50. 
[41] A. Tomas, S. E. Moss: Calcium- and cell cycle-dependent association of annexin 11 
with the nuclear envelope. J. Biol. Chem. 2003, 278, 20210–20216.  
[42] H. Shibata, T. Kanadome, H. Sugiura, T. Yokoyama, M. Yamamuro, S. E. Moss, M. 
Maki: A new role for annexin A11 in the early secretory pathway via stabilizing Sec31A 
protein at the endoplasmic reticulum exit sites (ERES). J. Biol. Chem. 2015, 290, 4981–
4993.  
[43] S. Liu, J. Wang, C. Guo, H. Qi, M.-Z. Sun: Annexin A11 knockdown inhibits in vitro 
proliferation and enhances survival of Hca-F Cell via Akt2/FoxO1 pathway and MMP-9 
expression. Biomed. Pharmacother. 2015, 70, 58–63.  
[44] K. Zhang, Q. Liu, K. Liu, D. Shen, H. Tai, S. Shu: ANXA11 mutations prevail in 
Chinese ALS patients with and without cognitive dementia. Neurol Genet. 2018, 237.  
[45] L. Stols, M. Gu, L. Dieckman, R. Raffen, F. R. Collart, M. I. Donnelly: A new vector 
for high-throughput, ligation-independent cloning encoding a tobacco etch virus protease 
cleavage site. Protein Expr. Purif. 2002, 15, 8–15.  




[47] J. Rupert: Priprava in kristalizacija rekombinantnega aneksina A11. Ljubljana: 
Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, UL 2018, magistrsko delo. 
[48] Instructions HiTrap affinity column. 
http://www.blossombio.com/pdf/products/UG_71502755AD.pdf. (pridobljeno 19. 8. 
2019). 
